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Diese Arbeit geht der Fragestellung nach, welchen Einfluss unphysiologische, mechanische 
Dehnung alveolarer Typ-II-Zellen zu einem frühen Zeitpunkt (innerhalb der ersten sechs 
Stunden) auf die Komponenten des Kallikrein-Kinin-Systems besitzt. Dabei wurden 
insbesondere die Auswirkungen auf die Entstehung des Bradykinins untersucht. Des 
Weiteren wurden die Beeinflussung des Bradykinin-Rezeptors 2 und die Bildung von 
Stickstoffmonoxid betrachtet. 
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ACE   Angiotensin-Converting Enzyme 
ALI   Acute Lung Injury 
ANOVA  Analysis of Variance 
ARDS   Acute Respiratory Distress Syndrome 
BCA   Bicinchoninsäure 
Bcl-2   B-cell lymphoma 2 
Bcl-xL   B-cell lymphoma - extra large 
BKR2   Bradykinin-Rezeptor 2 
BSA   bovines Serumalbumin 
CaCl2   Calciumchlorid 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
DAG   Diacylglycerol 
DMEM   Dulbecco’s modified eagle medium 
ECLA   extrakorporale Lungenassistenz 
EGTA   Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 
EMCO   extrakorporale Membranoxygenierung 
eNOS   endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 
FACS   Fluorescence activated cell sorting 
FITC   Fluoresceinisothiocyanat 
FKS   fetales Kälberserum 
GDP   Guanosindiphosphat 
GTP   Guanosintriphosphat 
Hepes   N-2-Hydroxyethylpiperazin-N ́-2- Ethansulfonsäure 
HMWK  High molecular weight kininogen 
Ig   Immunglobulin 
IL   Interleukin 
ILA   Interventional Lung Assist 
IP3   Inositol-1,4,5-triphosphat 
iNOS   induzierbare NO-Synthase 
IRDS   Infant Respiratory Distress Syndrome 
KCl   Kaliumchlorid 
KHCO3  Kaliumhydrogencarbonat 
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LDH   Lactatdehydrogenase 
LMWK   Low molecular weight kininogen 
MgSO4  Magnesiumsulfat 
NaCl   Natriumchlorid 
NH4Cl   Ammoniumchlorid 
nNOS    neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase 
NO   Stickstoffmonoxid 
NOS   Stickstoffmonoxid-Synthase 
PBS   Phosphate buffered saline 
PEEP   Positive end-expiratory pressure 
PI   Propidiumiodid 
PI3K   Phosphoinositid-3-Kinase 
PMFS   Phenylmethylsulfonylfluorid 
RAAS   Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
TMB   3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin 
TBS   Tris-buffered saline 
TNF   Tumornekrosefaktor 
Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
VALI   Ventilator Associated Lung Injury 










1.1. Allgemeiner Aufbau der Lunge 
 
Die Aufgabe der Lunge ist es, Sauerstoff aus der Luft aufzunehmen und Kohlenstoffdioxid 
aus dem Blut an die ausgeatmete Luft abzugeben. Um dies zu bewerkstelligen, ist sie ein 
paarig angelegtes Organ, dessen Aufbau sich strukturiert gliedert. 
Die beiden Lungen differenzieren sich in Lappen, Segmente, Läppchen und Azini. Die rechte 
Lunge gliedert sich dabei in drei Lappen (Lobus superior, medius, inferior) und zehn 
Segmente, die linke dagegen in zwei Lappen (Lobus superior, inferior) und neun Segmente. 
Über diese Abschnitte der Lungen erstrecken sich auch die entsprechenden 
luftleitenden/konduktiven Abschnitte, beginnend bei der Trachea. Aus ihr gehen der rechte 
und der linke Hauptbronchus hervor. Diese gehen rechts in drei und links in zwei Lappen-
bronchen über, die sich wiederum in Segmentbronchen, die Bronchiolen und die Bronchioli 
terminales teilen. 
Die sich anschließenden Bronchioli respiratorii sind der erste Bestandteil des 
respiratorischen Abschnitts des Bronchialbaums. Sie teilen sich erneut in bis zu zehn Ductus 
alveolares auf, die wiederum aus den Sacculi alveolares und Alveolen bestehen (Aumüller 
G. et al., 2006). Durch die verzweigende Anatomie der Lunge und ihre Aufteilung in etwa 480 
Millionen Alveolen (Ochs et al., 2004) wird eine sehr große Oberfläche von etwa 140m2 
(Weibel, 1997) gebildet, die den Austausch von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid entlang 
ihres Partialdruckgefälles zwischen Luft und Blut ermöglicht und den Körper adäquat mit 
Sauerstoff versorgt. 
 
1.1.1. Aufbau der Alveolen 
 
Die Alveolen gehören zum Endabschnitt des Bronchialbaumes und sind der Ort des 
Gasaustauschs. Interalveolarsepten grenzen die Alveolen von einander ab und dienen 
zusätzlich der Oberflächenvergrößerung des Respirationstraktes. 
Sie bestehen aus Bindegewebe, in dem sich netzartig das alveoläre Kapillarsystem erstreckt. 
Zwischen den kollagenen, retikulären und elastischen Fasern befinden sich auch Fibro-
blasten, Makrophagen, Mastzellen und Leukozyten. Zum Druckausgleich und zur Zirkulation 
sind einige Alveolen über Alveolarporen in den Septen miteinander verbunden. 
An den dem Lumen zugewandten Seiten schließt sich die Basalmembran an. Ihr liegen zwei 
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ausgekleidet sind. Man unterscheidet bei den Epithelzellen Typ-I-Pneumozyten von den    
Typ-II-Pneumozyten (Macklin, 1954). Das Alveolarepithel und die Basalmembran liegen dem 
Kapillarendothel dicht an und bilden somit zusammen eine Barriere, die für den Gas-
austausch nur eine kurze und somit günstige Diffusionsstrecke darstellt. 
 
1.1.2. Pneumozyten Typ I 
 
Bei den Alveolarepithelzellen vom Typ I handelt es sich um sehr dünne und flache Zellen, die 
etwa 90% der inneren Alveolenoberfläche bedecken und der Basalmembran dicht aufliegen 
(Larsen & Ziegenfuß, 2004). Ihre Aufgabe ist der Gasaustausch. 
Sie besitzen nur wenige Zellorganellen, wie vereinzelte Lysosomen, endoplasmatisches 
Retikulum, einen Golgi-Apparat und Mitochondrien (Haies et al., 1981). Dennoch haben sie 
nicht die Fähigkeit zur Zellteilung. 
Typ-I-Pneumozyten besitzen Fortsätze, die sie über tight junctions mit benachbarten Zellen 
verbinden. Diese Barriere verhindert Flüssigkeitsansammlungen im Alveolarlumen. 
Auf ihre Oberfläche gelangen Alveolarmakrophagen aus den Interalveolarsepten. Diese 
besitzen eine bedeutende Schutzfunktion für den Respirationstrakt, da sie beispielsweise 
Viren, Bakterien, aspirierte Partikel oder zerstörtes Alveolarepithel phagozytieren. 
 
1.1.3. Pneumozyten Typ II 
 
Die Pneumozyten vom Typ II sind verhältnismäßig große kubische Zellen, die vereinzelt oder 
in kleinen Gruppen zwischen den Typ-I-Zellen liegen und mit ihnen über tight junctions und 
Desmosomen in Verbindung stehen. Sie kleiden die Alveolen nur zu etwa 7% aus, sind aber 
in der Lage, sich bei Schädigungen des Alveolarepithels zu Typ-I-Zellen zu transformieren 
(Evans et al., 1975). 
Im Vergleich zu den Typ-I-Zellen sind sie ausdifferenzierter und besitzen mehr Zell-
organellen. Dazu gehören ebenfalls Lysosomen, Mitochondrien, ein Golgi-Apparat, sowie 
freie Ribosomen, Multivesikulärkörper und ein raues endoplasmatisches Retikulum (Risco et 
al., 1994). Besonders zeichnen sie sich durch Lamellarkörperchen aus, die etwa 18-24% 
ihres Zytoplasmas einnehmen (Young et al., 1985) und der intrazelluläre Speicherort des 
Surfactants (surface active agent) sind. Die Synthese, die eine bedeutende Funktion der     
Typ-II-Zellen darstellt, findet im endoplasmatischen Retikulum statt. Anschließend wird das 
Surfactant im Golgi-Apparat modifiziert und in Multivesikulärkörpern gespeichert aus denen 
Lamellarkörper gebildet werden. 
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Emulsion aus knapp 90% Lipiden und etwa 10% Proteinen (Klimek et al., 2012). Es setzt die 
Oberflächenspannung in den Alveolen herab und verhindert ein Kollabieren der Alveolen bei 
der Exspiration. Des Weiteren stellt der Surfactantfilm einen Schutzmechanismus gegen mit 
der Atemluft eingebrachte Keime dar und verhindert deren Adhäsion. Diese Abwehrfunktion 
zeigt sich auch durch die Fähigkeit, Alveolarmakrophagen aktivieren und stimulieren zu 
können (Fehrenbach, 2001). 
 
1.2. Das akute Atemnotsyndrom (ARDS) 
 
1.2.1. Erstbeschreibung und Definition 
 
Das Acute Respiratory Distress Syndrome (akutes Atemnotsyndrom des Erwachsenen) 
wurde 1967 erstmals von Ashbaugh et. al in einem Artikel beschrieben. 
Dabei zeigten 12 von 272 beatmeten Patienten therapierefraktäre, plötzliche 
Tachypnoe/Dyspnoe und Hypoxämie. Hinzu kamen röntgenologisch sichtbare Infiltrate und 
eine herabgesetzte respiratorische Compliance. Um eine Abgrenzung zum symptomatisch 
ähnlichen IRDS (Infant Respiratory Distress Syndrome) zu schaffen, dessen Ursache ein 
Surfactant-Mangel ist, wurde darin zunächst der Begriff „Adult Respiratory Distress 
Syndrome“ verwendet (Ashbaugh et al., 1967). 
Da sich dieser Symptomkomplex jedoch nicht auf das Erwachsenenalter beschränkt, wurde 
diese Bezeichnung auf der Amerikanisch-Europäischen Konsensuskonferenz 1994 von 
‚Adult’ zu ‚Acute’ geändert. Zusätzlich wurden, um eine internationale Vereinheitlichung zu 
schaffen, exaktere Kriterien zur Diagnose des ARDS aufgestellt und zwei Schweregrade 
unterschieden. Differenziert wurde dabei zwischen dem ARDS mit einem Horowitz-
Quotienten1 ≤ 200 mmHg und dem ALI (Acute Lung Injury) mit ≤ 300 mmHg (Bernard et al., 
1994). Der Normwert liegt bei jungen, lungengesunden Menschen über 450 mmHg. 
 
Nach den neuen Kriterien der sogenannten ‚Berlin-Definition’ gibt es diese in der Literatur 
noch oft verwendete Unterscheidung nicht mehr. Aktuell wird daher in folgende Grade des 
ARDS unterteilt: 
- mild Horowitz-Quotient 201-300 mmHg, PEEP ≥ 5 cm H2O 
- moderat Horowitz-Quotient 101-200 mmHg, PEEP ≥ 5 cm H2O 
- schwer Horowitz-Quotient      ≤100 mmHg, PEEP ≥ 5 cm H2O 
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Weitere Kriterien wurden weitestgehend aus der vorhergehenden Definition übernommen: 
akutes Auftreten einer respiratorischen Insuffizienz binnen einer Woche und bilaterale 
Infiltrate in der Röntgenaufnahme oder Computertomographie. Herzinsuffizienz und 
Hypervolämie müssen als Ursachen ausgeschlossen werden (Ranieri et al., ARDS Definition 
Task Force, 2012). 
 
1.2.2. Ätiologie, Pathogenese und Mortalität 
 
Ursachen des ARDS können zum einen die Lunge direkt betreffen (primäres ARDS). Es 
können aber auch systemische indirekte Faktoren als Grund vorliegen (sekundäres ARDS) 
(Ware & Matthay, 2000). 
Direkte Schäden können beispielsweise Pneumonien, Aspiration, Lungenkontusion oder 
auch Inhalationstraumata sein. 
Zu den indirekten Schäden zählen dagegen Sepsis, Schock, Polytrauma, akute Pankreatitis, 
Medikamentenintoxikation oder auch Verbrauchskoagulopathien. 
Diese genannten Ursachen führen im weiteren Verlauf über das Auslösen verschiedener 
Signalkaskaden zur Freisetzung zahlreicher Mediatoren, die wiederum eine 
Entzündungsreaktion im Respirationstrakt initiieren, modulieren, verstärken und aufrecht 
erhalten. Beteiligte Kaskaden sind beispielsweise das Gerinnungs-, das Komplement-, das 
Renin-Angiotensin-Aldersteron-System und das Kallikrein-Kinin-System. Aber auch 
verschiedene Zytokine sind wesentlich beteiligt. 
Zum einen sind die Konzentrationen der von Makrophagen gebildeten proinflammatorischen 
Zytokine TNF-α, IL-1β und IL-6 erhöht (Ware, 2006). In der Frühphase haben vor allem  
TNF-α und IL-1β großen Einfluss, da sie sowohl neutrophile Granulozyten aktivieren, als 
auch die Produktion anderer Zytokine wie beispielsweise IL-8 stimulieren. Dieses wirkt 
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und ist bei ARDS-Patienten erhöht (Miller et al., 
1996). Zum anderen sind auch antiinflammatorische Zytokine wie beispielsweise IL-10 und 
IL-11 beteiligt, die den proinflammatorischen Zytokinen gegenüberstehen und somit das 
Fortschreiten einer ausgelösten akuten Entzündungsreaktion in der Lunge beeinflussen und 
begünstigen (Bhatia & Moochhala 2004; Wauer, 2004). Durch Apoptose bedingte diffuse 
Schädigungen des Alveolarepithels und der Endothelzellen führen im weiteren Verlauf zu 
einer entzündungsbedingten Permeabilitätserhöhung der alveolo-kapillären Membran 
(Galani et al, 2010). Es folgt ein Flüssigkeitseinstrom, der zunächst das Entstehen eines 
interstitiellen, später eines intraalveolären proteinreichen Ödems bewirkt. Die Inaktivierung 
des Surfactant, sowie eine gehemmte Neusynthese aufgrund geschädigter Typ-II-Zellen 
bedingen den Kollaps der Alveolen und das Ausbilden von Atelektasen (Lewis & Jobe, 
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Gasaustausches. 
Eine Aktivierung des Gerinnungs- und eine Störung im Fibrinolysesystem liegen ebenfalls 
vor. Dies führt zur Ausbildung von Mikrothromben in den Lungenkapillaren, die zusammen 
mit pulmonaler Vasokonstriktion eine pulmonale Hypertonie und Rechtsherzbelastung 
bewirken. Ein weiteres Fortschreiten mündet letztendlich in einem fibrotischen Umbau bis hin 
zur irreversiblen Lungenfibrose. Die Lunge wird schlechter perfundiert. 
Durch eine Verbreiterung der Alveolarsepten ist die Diffusion der Atemgase deutlich 
erschwert und die Lungencompliance deutlich herabgesetzt (Oczenski, 2012). 
Die erhöhte Permeabilität des Kapillarendothels kann einen Übertritt der Entzündungs-
mediatoren bedingen und zu einer systemischen Ausbreitung im gesamten Organsystem 
führen, die häufig mit einem Multiorganversagen einhergeht (Ranieri et al., 2000). 
Durch intensive Forschung und Neuerungen in der Therapie konnte bereits eine Senkung 
der Sterberate erzielt werden. Dennoch ist das akute Lungenversagen immer noch mit einer 
erhöhten Mortalität verbunden, die nach der neuen Definition mit dem Schweregrad steigt. 
Demnach liegt die Sterblichkeit bei mildem ARDS bei 27%, bei moderatem beträgt sie 32% 
und bei schwerer Ausprägung 45% (Ranieri et al., ARDS Definition Task Force, 2012). 
 
1.2.3. Therapie des ARDS 
 
Hauptanliegen der Behandlung von ARDS-Patienten ist zunächst, die Ursache zu finden und 
die Grunderkrankung zu therapieren. Im Mittelpunkt der Therapie steht vor allem die 
symptomatische Beatmung der Patienten. Eine Stabilisierung des Kreislaufs, Regulierung 
des Flüssigkeitshaushaltes sowie eine adäquate Lagerung zur Verbesserung des 
Ventilations-Perfusions-Verhältnisses besitzen ebenfalls einen hohen Stellenwert. Es wurden 
auch verschiedene pharmaklogische Ansätze verfolgt, von denen sich jedoch keiner als 
effektive Therapie beim ARDS bewähren konnte. 
 
1.2.3.1. Die Beatmung 
 
Das Ziel der maschinellen Beatmung ist es, die Atemfunktion wiederherzustellen 
beziehungsweise aufrechtzuerhalten, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung und 
Kohlendioxidelimination zu gewährleisten. Wird die Lunge dabei mit zu hohen Atemvolumina 
und -drücken ventiliert, kann dies sowohl zu mechanischen Schäden als auch zur 
Unterhaltung inflammatorischer Prozesse in der Lunge führen (Siehe 1.3.). 
Um beatmungsinduzierte Schädigungen vermindern oder sogar vermeiden zu können, hat 
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Bestandteil dieser Beatmungsstrategie ist die Applikation niedriger Tidalvolumina von 6ml/kg 
idealem Körpergewicht, sowie die Einstellung eines adäquaten PEEP. In einer Studie des 
ARDS-Networks trat bei Patienten, die mit niedrigen Tidalvolumina von 6ml/kg 
Körpergewicht beatmet wurden, eine Senkung der Mortalität (31%) gegenüber den mit 
12ml/kg konventionell beatmeten Patienten (39,8%) auf (Brower et al., ARDS Network, 
2000). Die Applikation eines angemessenen PEEP unterstützt zusätzlich die Ventilation 
kollabierter, schlechter belüfteter Areale und verhindert zudem das Entstehen weiterer 
Atelektasen. Bei einem zu hoch eingestellten PEEP kommt es zur Überdehnung der 
Alveolen bis hin zu einer Manifestation eines Barotraumas (Eisner et al., 2002). Wählt man 
hingegen einen zu niedrigen Wert, kann das Kollabieren der Alveolen nicht verhindert 
werden. Niedrige Atemvolumina haben zur Folge, dass der Kohlenstoffdioxidpartialdruck 
ansteigt. Um eine Kompensation zu erzielen, verwendet man im Rahmen der lungen-
protektiven Beatmung oft eine gesteigerte Atemfrequenz von 15-30 Atemzügen/Minute. Man 
umgeht somit einen zu schnellen CO2-Anstieg im Blut, der unter Umständen auch zu einer 
respiratorischen Azidose führen kann. Ein gewisser Kohlenstoffdioxidpartialdruck hat sich 
jedoch auch von therapeutischem Vorteil gezeigt (Laffey et al., 2000; Kregenow et al., 2006). 
Daher wird ein CO2-Anstieg bis zu einem pH-Wert des Blutes von 7,15-7,20 toleriert (Lüdike 
& Kindgen-Milles, 2014). Dieses Vorgehen wird als permissive Hyperkapnie bezeichnet. Es 
kommt jedoch nur begrenzt zum Einsatz, da Begleiterkrankungen und Nebeneffekte die 
Anwendung limitieren. 
Eine weitere Vorgehensweise in der Behandlung des ARDS sind verschiedene 
Rekrutierungsmanöver. Sie gelten ebenfalls als umstritten, da auch sie zu weiteren Schäden 
führen können und unter Umständen Komplikationen wie ein Absinken des Herz-Zeit-
Volumens, Sepsis oder das Auftreten eines Barotraumas verursachen können. Verschiedene 
Studien belegen allerdings eine Verbesserung der Oxygenierung (Gross & Lehrbach, 2002; 
Schreiter et al., 2004; Borges et al., 2006). Grundlage ist es durch kurzzeitige Erhöhung der 
Beatmungsdrücke, kollabierte Lungenareale wieder zu eröffnen, um dann durch die 
Einstellung eines individuell erhöhten PEEP die wieder ventilierten Areale zu stabilisieren 
(Lachmann et al., „open lung concept“, 1992). 
Liegt ein schweres ARDS mit therapierefraktärer Hypoxämie vor, ist in der frühen Phase die 
Hochfrequenzoszillationstherapie eine mögliche Therapieoption. Das Prinzip ist es, durch 
niedrige Tidalvolumina, eine erhöhte Atemfrequenz sowie einen hohen mittleren 
Atemwegsdruck und gleichzeitig verringertem Atemspitzendruck die Atembewegung zu 
minimieren und somit die Lunge schonend zu beatmen (Spieth et al., 2014). Der Vorteil liegt 
in der gleichmäßigen Ventilation und dem verringerten Risiko ventilationsinduzierter 
Lungenschädigungen. Während ältere Studien eine sichere Anwendung und Verbesserung 
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(Young et al., OSCAR Trial, 2013) oder sogar eine signifikant erhöhte Mortalität (Ferguson et 
al., OSCILLATE Trial 2013). 
Bei schwerem therapieresistenten ARDS, bei dem eine lungenprotektive Beatmung die 
Lungenfunktion nicht ausreichend aufrechterhalten kann, kommen auch extrakorporale 
Verfahren wie EMCO (extrakorporale Membranoxygenierung) und ECLA/ILA (extrakorporale 
Lungenanssistenz / Interventional Lung Assist) zum Einsatz. 
Über einen veno-venösen Bypass, meist über Kanülierung der V. femoralis und der                  
V. jugularis interna, wird bei der EMCO mithilfe von Zentrifugalpumpen Blut durch einen 
Membranoxygenator gepumpt. Durch diesen wird das Blut mit Sauerstoff angereichert, 
Kohlenstoffdioxid eliminiert und anschließend zurückgeführt. Dieses Verfahren sichert somit 
einen effektiven Austausch beider Atemgase und eine Entlastung der Lunge, die mit einer 
erhöhten Überlebenswahrscheinlichkeit beim schweren ARDS einhergeht (Peek et al., 
CESAR-Trial, 2009). 
Ein weniger invasives Verfahren stellt die ECLA dar. Mittels mehrerer Kanülen, die meist in 
die A. und V. femoralis eingebracht werden, wird pumpenfrei über eine aterio-venöse Druck-
differenz das Blut in einen ILA-Membranventilator gepumpt. Da insbesondere 
Kohlenstoffdioxid entfernt und die Oxygenierung nur geringfügig verbessert wird, kommt die 
ECLA vor allem bei Patienten mit einer schweren respiratorischen Azidose zur Anwendung 




Neben der lungenprotektiven Beatmung besitzt eine adäquate Lagerung der Patienten 
während der Beatmung eine große Bedeutung. Je nach Schweregrad des ARDS und 
Zustand des Patienten, sollte eine geeignete Lagerungsform ausgewählt werden. 
In ständiger Rückenlage bilden sich durch Kompression und hydrostatische Drücke 
Atelektasen in den dorso-basalen Lungenarealen aus. Es resultieren eine verkleinerte Gas-
austauschfläche mit einer einhergehenden Verschlechterung des Gasaustauschs, sowie ein 
erhöhter Rechts-Links-Shunt. 
Zur Vermeidung dieser Komplikationen konnte sich der Einsatz der intermittierenden 
Bauchlagerung etablieren, die eine verbesserte Oxygenierung, sowie ein besseres 
Perfussions-Ventilations-Verhältnis erzielt und auch das Entstehen von Atelektasen 
vermindert. 
Eine Senkung der Mortalität bei schwerem ARDS konnte durch die PROSEVA-Studie belegt 
werden. Patienten in ausschließlicher Rückenlage zeigten darin eine 28-Tage-Mortalität von 
32,8% und eine 90-Tage Mortalität von 41,0%. Patienten, die während der Therapie für 
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dagegen eine niedrigere 28-Tage-Mortalität von 16,0% und 90-Tage-Mortalität von 23,6% 
(Guérin et al., PROSEVA Study Group, 2013). Neben der kompletten Bauchlagerung (180°) 
kommt häufig auch die inkomplette Bauchlagerung (135°) zum Einsatz, die eine 
komfortablere Lagerung für die Patienten bietet, einfacher durchführbar und 
komplikationsärmer ist. Sie zeigt aber eine vergleichsweise geringere Verbesserung der 
Oxygenierung gegenüber der kompletten Bauchlage (Bein et al., 2004). 
Eine Alternative zur Bauchlagerung stellt die kontinuierliche laterale Rotationstherapie dar, 
bei der die Patienten in einem speziellen Bettgestell kontinuierlich 62° zu beiden Seiten um 
die Längsachse gedreht werden. Die stetige Bewegung bewirkt eine Mobilisierung des 
Lungensekrets und eine Reduktion extravasaler Flüssigkeit, sodass Pneumonien und 
Lungenödeme seltener auftreten. Die Verbesserung des Gasaustauschs ist jedoch geringer 




Da die lungenprotektive Beatmungsstrategie ventilationsinduzierte Schäden zwar reduzieren, 
aber nicht vollständig ausschließen kann, ist es erforderlich auch auf zellulärer Ebene in 
auslösende Mechanismen einzugreifen. In den letzten Jahren wurden aus diesem Grund 
zahlreiche pharmakologische Therapieansätze verfolgt und Studien durchgeführt. Jedoch 
zeigte keiner dieser Ansätze derart erfolgreiche Ergebnisse, um als evidenzbasiert 
angesehen zu werden. Daher sind weiterhin Untersuchungen in unterschiedliche Richtungen 
Bestandteil der Forschung. Da sich das Spektrum der beteiligten Kaskadensysteme und 
ihrer Bestandteile weit erstreckt und die genauen Mechanismen des ARDS bisher 
unzureichend verstanden sind, setzen die bisher untersuchten Pharmaka vielfältig an. 
Ein Ansatz ist es, durch die Gabe von Steroiden ein Fortschreiten der Entzündung und das 
Entstehen einer irreversiblen Lungenfibrose zu verhindern. Zahlreiche Studien zeigten keine 
eindeutigen Ergebnisse, sodass Steroide in der ARDS-Therapie als umstritten gelten 
(Matthys & Seeger, 2008; Modrykamien & Gupta, 2015). 
Zahlreiche Untersuchungsansätze, bei denen unter anderem Prostaglandine, 
Stickstoffmonoxid, Surfactant, Prostazyklin oder auch Ketoconazol betrachtet wurden, 
zeigten alle keine Verbesserung in der Sterblichkeitsrate von ARDS-Patienten (Koh, 2014). 
Die Gabe von Muskelrelaxanzien wird ebenfalls kontrovers diskutiert, auch wenn aktuellere 
Studien eine höhere Überlebensrate belegen (Papazian et al., 2010). 
Die Inhalation von Stickstoffmonoxid, das durch Auslösen einer Vasodilatation zur 
Verbesserung der Oxygenierung führen soll, stellt eine weitere Therapieoption dar. Doch 
auch hier zeigen Studien sowohl positive als auch negative Ergebnisse, sodass die 
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Ein Ansatz, der in verschiedenen Studien erste vielversprechende Ergebnisse zeigt, ist die 
Therapie mit ACE-Hemmern. Forschungsergebnisse belegen, dass in vitro die Anzahl der 
apoptotischen Zellen durch die Zugabe des ACE-Hemmers Captopril deutlich verringert 
werden konnte und somit anscheinend die Möglichkeit besteht, frühzeitig bei mechanisch 
induzierter Apoptose zu intervenieren (Hammerschmidt et al. 2004). 
Weitere Untersuchungen im Tierversuch belegen, dass ACE-Hemmer bei chemisch 
induziertem ARDS protektive Effekte besitzen (Liu & Zhao, 2002; He et al., 2007). 
Des Weiteren bewirkten sie ein geringeres Ausmaß ventilationsinduzierter Lungenschäden 
(Jiang et al., 2007). 
Einen bedeutenden Anteil an der Verringerung der mechanisch induzierten Apoptose scheint 
dabei dem Bradykinin zuzukommen (Hammerschmidt et al. 2007), dessen Abbau bei ACE-
Hemmer-Gabe gehemmt wird (Hammerschmidt et al., 2007). 
 
 
1.3. Die ventilationsinduzierte/ventilationsassoziierte Lungenschädigung 
 
Nahezu alle Patienten mit einem ARDS benötigen die maschinelle Beatmung, um eine 
adäquate Sauerstoffversorgung zu gewährleisten. Auch bei anderen Patienten mit 
eingeschränkter Atmungsfunktion ist sie ein essentieller Bestandteil zur Sicherung der 
Vitalfunktionen. 
Trotz der Notwendigkeit dieser Therapie, kann es zur Aufrechterhaltung inflammatorischer 
Prozesse führen und somit eine ventilationsinduzierte Schädigung der Lunge hervorrufen. 
Eine besondere Prädisposition für die Entwicklung von beatmungsassoziierten 
Lungenschäden stellt das Vorliegen eines ARDS dar (Frank & Matthay, 2003). 
Eine verstärkte Dehnung bewirkt zunächst einen Anstieg von Entzündungsmediatoren und 
Zytokinen. Die mechanischen Kräfte führen im weiteren Verlauf über verschiedene 
Kaskaden zur Apoptose und Nekrose der Zellen und somit zu einer Schädigung des 
Lungenepithels. 
Auch eine gesunde Lunge kann durch Beatmung geschädigt werden (Wolthuis et al., 2008). 
Da eine Beatmung aber meist aufgrund einer Vorschädigung der Lunge oder Begleit-
erkrankungen vorgenommen wird, gibt es neben dem Begriff "ventilationsinduziert" 
(Ventilator Induced Lung Injury / VILI) auch häufig die Bezeichnung des 
"ventilationsassoziierten“ Lungenschadens (Ventilator Associated Lung Injury / VALI) 
(Kuchnicka & Maciejewski, 2013). Zu den klinischen Kennzeichen gehören ebenfalls die 
Ausbildung eines Lungenödems, ein Surfactant-Mangel, sowie daraus resultierend eine 
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Gasaustausches. Verbunden mit einer erhöhten Permeabilität kann ein Übertritt von 
Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies auch bei ventilationsinduzierten Lungenschäden 
zum Multiorganversagen führen. Die induzierte Apoptose steht scheinbar im Zusammenhang 
mit der Effektorcaspase 3. Die genauen Mechanismen sind jedoch bisher unzureichend 
erforscht (Liu et al., 2014). 
Verschiedene mechanische und auch biologische Faktoren können zur Entstehung eines 
VILI/VALI führen (Slutsky, 1999). Es können folgende Formen unterschieden werden, die 




Das Volutrauma wird durch eine Beatmung mit zu hohen Tidalvolumina verursacht. Dies 
führt zu einer Überdehnung der Alveolarwand und damit verbundenen Schädigungen. Zu 
den Folgen gehören eine erhöhte Permeabilität, die Entstehung eines Lungenödems, sowie 
eine herabgesetzte Compliance der Lunge (Oeckler & Hubmayr, 2007). 
Im Tierexperiment konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass vor allem hohen 
Atemzugvolumina eine große Bedeutung bei der Entstehung von ventilationsinduzierten 
Lungenödemen zugesprochen werden muss und weniger zu hohe Atemwegsdrücke 




Die Ursache für ein sogenanntes Barotrauma sah man bis vor einiger Zeit in der Applikation 
zu hoher Beatmungsdrücke (Dreyfuss et al., 1988). In einer Studie gab es jedoch keine 
signifikanten Zusammenhänge zwischen dem absoluten Beatmungsdruck und einer direkten 
Lungenschädigung (Weg et al., 1998). Das Barotrauma ist vielmehr durch das Auftreten 
extraalveolärer Luft gekennzeichnet, die durch eine Überdehnung der Alveolen durch 
Mikrorisse entweicht. Häufig sind damit Komplikationen wie beispielsweise Pneumothorax 




Das Atelektrauma resultiert aus einer inhomogenen Belüftung der Lungenareale, weitest-
gehend unabhängig von Atemwegsdruck und Tidalvolumen. 
Durch zyklisches Öffnen und Schließen kollabierter Lungenabschnitte treten Scherkräfte auf, 
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durch die verminderte Compliance schlechter ventiliert, gesunde Bereiche dafür verstärkt, 
was die Wirkung der Scherkräfte noch erhöht (Mead et al., 1970).Durch zyklische Dehnung 





Die mechanischen Faktoren initiieren auf zellulärer Ebene ein sogenanntes Biotrauma. 
Durch die einwirkenden mechanischen Kräfte und die damit verbundenen alveolokapillären 
Schädigungen kommt es zur Freisetzung von Zytokinen, einem Anstieg dieser und infolge 
dessen zu einer Entzündungsreaktion (Tremblay & Slutsky, 1998). 
Insbesondere bei der konventionellen Beatmung von ARDS-Patienten mit höheren 
Tidalvolumina und niedrigem PEEP zeigte sich ein Anstieg der Zytokine TNF-α, IL1-β, IL-6 
und IL-8 (Ranieri et al., 1999). Die Zahl der neutrophilen Granulozyten und der aktivierten 
Alveolarmakrophagen in der Lunge war ebenfalls erhöht (Imanaka et al., 2001). Aber auch 
an gesunden Lungen konnte in Untersuchungen ein derartiger Anstieg unter entsprechenden 
Beatmungsbedingungen festgestellt werden (Vaneker et al., 2007; Wolthuis et al., 2008). 
Eine wichtige Rolle wird auch den durch erhöhte Atemzugvolumina entstehenden 
Mikrorissen zugesprochen, die als eine Art mechanischer Reiz proinflammatorische 
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Erste Beobachtungen bezüglich des Kallikrein-Kinin-Systems (KKS) wurden 1909 von den 
Chirurgen Abelous und Bardier gemacht. Ihre Untersuchungen zeigten, dass nach 
intravenöser Gabe einer Fraktion aus humanem Urin eine Senkung des Blutdrucks bei 
anästhesierten Hunden beobachtet werden konnte (Abelous & Bardier, 1909). 
Das KKS wurde 1928 von dem Chirurgen Emil Karl Frey und dem Physiologen Heinrich 
Kraut erstmals beschrieben. Auch sie isolierten zunächst aus menschlichem Urin ein 
„Kreislaufhormon“ mit hypotensiven Eigenschaften und untersuchten dessen Wirkung auf 
Herz und Kreislauf (Frey & Kraut, 1928). Im weiteren Verlauf ihrer Untersuchungen konnten 
sie diese Substanz auch im Plasma, in den Speicheldrüsen und im Pankreas nachweisen. 
Aufgrund der dort beobachteten hohen Konzentration wurde die Substanz nach der 
Bauchspeicheldrüse (griechisch: kallikréas) Kallikrein benannt. Weitere Untersuchungen 
zeigten, dass Kallikrein nicht allein agiert, sondern über die Aktivierung einer Art Kaskade 
wirkt. 
In diesem Zusammenhang wurde 1937 eine Substanz entdeckt, die durch Kallikrein aus der 
inaktiven Vorstufe, dem Kininogen, freigesetzt wird und eine Kontraktion der glatten 
Muskulatur bewirkt (Werle et al., 1937). Im weiteren Verlauf erhielt sie die Bezeichnung 
Kallidin (Werle & Berek, 1948). 
Ein ebenfalls blutdrucksenkendes und auf glatte Muskulatur kontrahierend wirkendes Peptid 
namens Bradykinin wurde 1949 entdeckt und beschrieben (Rocha e Silva et al., 1949). 
Dabei wurde im Tierversuch am Meerschwein die Kontraktion glatter Muskulatur festgestellt, 
sowie nach intravenöser Gabe an Hasen, Katzen und Hunden eine hypotensive Wirkung. 
Aufgrund des erzielten Effektes wurde der Name aus den griechischen Wörtern für 
„langsam“ (bradys) und „Bewegung“ (kinein) abgleitet. 
Bradykinin konnte 1960 erstmals isoliert werden (Elliot et al, 1960). 
Durch Untersuchungen von Schachter und Thain wurden weitere Peptide entdeckt, die im 
Tierversuch gleiche Wirkungen wie Kallidin und Bradykinin zeigten. Sie deklarierten von da 
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1.4.2. Komponenten, Aktivierung und Inaktivierung des KKS 
 
Die wichtigsten Komponenten des Kallikrein-Kinin-Systems sind die Kinine. Sie sind die 
Endprodukte einer Kaskade. 
Die Peptidvorstufen der Kinine werden als Kininogene bezeichnet. Sie werden größtenteils in 
der Leber synthetisiert und zirkulieren anschließend als Komplex mit Präkallikrein im Plasma 
(Bhoola et al., 1992). Man unterscheidet niedermolekulares Kininogen aus 409 Aminosäuren 
(LMWK) und hochmolekulares Kininogen aus 626 Aminosäuren (HMWK) (Kastin, 2013). 
Die Besonderheit bei Ratten ist das Vorkommen weiterer Kininogene. Wie auch bei anderen 
Säugetieren gibt es bei Ratten LMWK und HMWK. Diese werden durch das sogenannte K-
Gen kodiert. Zusätzlich besitzen sie als dritten Kininogentyp das T-Kininogen, bei dem 
wiederum zwischen T1-Kininogen und T2-Kininogen unterschieden wird (Kakizuka et al., 
1988). Im Gegensatz zu den anderen Kininogenformen wird dieses nicht durch Kallikrein, 
sondern durch Trypsin gespalten (Lalmanach et al., 2010). Dadurch wird T-Kinin freigesetzt 
(Moreau et al., 1986). 
Durch spezifische Proteasen, die Kallikreine, werden aus Kininogenen die Kinine freigesetzt. 
Sie entstehen durch proteolytische Aktivierung aus ihrer Vorstufe, dem Präkallikrein. 
Auch hier unterscheidet man zwei verschiedene Arten. 
Zum einen gibt es Gewebskallikreine, die in verschiedenen Geweben wie zum Beispiel in 
den Nieren, in den Speicheldrüsen oder auch im Gefäßsystem synthetisiert werden 
(Clements, 1994). Sie spalten aus LMWK und HMWK das Kallidin ab.  
Zum anderen gibt es das Plasmakallikrein dessen Syntheseort die Leber ist. Es zirkuliert im 
Blutplasma und setzt aus HMWK Bradykinin frei (Moreau et al., 2005). 
Das T-Kininogen der Ratte ist gegenüber Kallikrein resistent. Stattdessen kann es durch 
Trypsin zu T-Kinin gespalten werden, das in seinen Eigenschaften dem Bradykinin ähnelt 
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Sowohl das Plasma- als auch das Gewebskallikrein werden durch Kallikreinasen aktiviert. Im 
Blut ist dabei der aktivierte Hagemannfaktor (Faktor XIIa) von großer Bedeutung. Er löst 
zusätzlich zu der Aktivierung des Plasmakallikreins einen positiven Feedbackmechanismus 
aus, sodass die Bildung des Faktors XIIa gesteigert wird (Cochrane et al., 1973). Der 
Gerinnungsfaktor XIIa stellt somit eine wichtige Verbindung des KKS mit dem 
Gerinnungssystem dar. 
Im Gewebe lösen Kallikreinasen, wie zum Beispiel Trypsin oder Thrombin, eine Aktivierung 
der Kaskade aus. Kinine können jedoch auch Kallikrein-unabhängig gebildet werden. Dabei 
setzen Mastzellen und Granulozyten Proteasen frei, die die Bildung der Kinine stimulieren 
(Proud et al., 1985). 
Durch die im Plasma vorkommende Carboxypeptidase N und die membrangebundene 
Carboxypeptidase M, auch als Kinase I bezeichnet, können beide Kinine in biologisch aktive 
des-Arg-Derivate umgewandelt werden, die allerdings eine veränderte Rezeptorspezifität 
aufweisen. Sowohl des-Arg9Bradykinin, als auch des-Arg10Kallidin haben eine deutlich 
höhere Affinität zum B1-Reptor als zum B2-Rezeptor (Phagoo et al., 2001). Dagegen zeigt 
Bradykinin eine stärkere Affinität zum B2-Rezeptor (Tsukagoshi et al., 1995) und Kallidin 
eine etwa gleich hohe Affinität zu beiden Rezeptoren. 
 
Verschiedene Untersuchungen belegen, dass Kinine eine sehr kurze Halbwertszeit besitzen. 
Im Plasma liegt diese beispielsweise bei etwa 15 Sekunden (Maurer et al., 2011). 
Der Abbau des Bradykinin wird durch verschiedene Enzyme katalysiert, die abhängig vom 
Abbauort unterschiedlichen Einfluss besitzen. Dazu gehört zum einen die Kinase II, die dem 
Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) gleicht. Des Weiteren sind die Carboxypeptidase M 
und N, sowie die neuronale Endopeptidase P und die Aminopeptidase P für den Abbau 
essentiell (Moreau et al., 2005). Im pulmonalen Gefäßbett der Ratte werden beispielsweise 
etwa 70% der Kinine durch ACE und etwa 30% durch die Aminopeptidase P inaktiviert 
(Prechel et al., 1995), wohingegen im Lungengewebe selbst der Abbau zu etwa gleichen 
Teilen durch ACE und die neuronale Endopetidase P katalysiert wird (Ramirez-Molina et al., 
2006). Im menschlichen Plasma wird Bradykinin durch ACE und die Carboxypeptidase N 
inaktiviert (Kuoppala et al., 2000). Demnach kommt insbesondere dem ACE eine große 
Bedeutung zu. 
Das ACE stellt auch im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) einen zentralen 
Faktor dar und ist für die Umwandlung des Angiotensin I in das vasokonstriktorisch wirkende 
Angiotensin II verantwortlich. Durch die zusätzliche Inaktivierung des vasodilatatorischen 
Bradykinins (Yang et al., 1970) besitzt es eine zentrale Rolle in der Blutdruckregulation und 






	   	  
19 
Der Zusammenhang wird ebenfalls beim Einsatz von ACE-Inhibitoren deutlich, die primär als 
Antihypertensiva und auch bei Herzinsuffizienz eingesetzt werden. 
Die Bildung des Angiotensin II wird reduziert, gleichzeitig steigt die Bradykinin-Konzentration 
(Pellacani et al., 1994). Ein unkontrollierter Anstieg kann über den B2-Rezeptor zu Neben-
wirkungen, wie zum Beispiel dem ACE-Hemmer-induzierten Angioödem führen. 
 
1.4.3. Rezeptoren  
 
Die Wirkungen der Kinine werden über zwei verschiedene Plasmamembranrezeptoren 
vermittelt, die 1980 entdeckt wurden und seitdem als Bradykinin B1-Rezeptor und als B2-
Rezeptor bezeichnet werden (Regoli & Barabé, 1980). Beide Rezeptoren gehören zu der 
Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und stimmen in ihren Aminosäuresequenzen 
zu 36% überein (Menke et al., 1994). 
Der B1-Rezeptor wird im gesunden Gewebe nur geringfügig exprimiert. Bei Traumata, 
Infektionen oder Ischämie hingegen steigt seine Expression und er vermittelt dabei vor allem 
Schmerz-und Entzündungsreaktionen. Stimuliert wird seine Exprimierung durch Zytokine, 
insbesondere durch Interleukin-1-β und TNF-α, beides wichtige Entzündungsmediatoren. 
Seine Affinität ist besonders hoch für die des-Arg-Derivate der Kinine (Phagoo et al., 2001). 
Bei wiederholter Bindung von Signalmolekülen an den Rezeptor kommt es jedoch zu keiner 
Desensibilisierung oder Internalisierung (Kuhr et al., 2010). 
Der B2-Rezeptor konnte ubiquitär in vielen Geweben und Zellarten nachgewiesen werden. 
Er wird konstitutiv von verschiedenen Zellarten exprimiert und besitzt eine besonders hohe 
Affinität für Bradykinin (Leeb-Lundberg et al., 2005). Im Gegensatz zum B1-Rezeptor wird 
der B2-Rezeptor durch Bindung von Signalmolekülen desensibilisiert und anschließend 









Die vermittelten Effekte der Kinine sind vielfältig. Besonders Bradykinin hat durch sein 
breites Wirkspektrum einerseits Einfluss auf die Blutdruckregulation und ist andererseits 
wesentlich an Entzündungsprozessen beteiligt. 
Es bewirkt aber auch direkt eine Kontraktion der glatten Muskulatur im Urogenital-, 
Gastrointestinal- und Respirationstrakt sowie im Uterus (Egger, 2005). 
Aufgrund der antagonistischen Verbindung zum RAAS wird der bedeutende Einfluss auf den 
Blutdruck deutlich. Das Bradykinin-abbauende ACE fördert die Bildung des vaso-
konstriktorisch wirkenden Angiotensin II, das somit den Blutdruck erhöht. Dem gegenüber 
steht das Bradykinin, das vasodilatorisch wirkt, somit den Blutdruck senkt und die 
Herzfrequenz ansteigen lässt. Durch einen intrazellulären Calcium-Anstieg, der die NO-
Synthase stimuliert und somit die NO-Konzentration steigen lässt (Mittal & Metha, 1995), 
bewirkt das Bradykinin indirekt, über die Aktivierung der Guanylatzyklase, eine Dilatation in 
peripheren arteriellen Gefäßen. Der durch Bradykinin induzierte NO-Anstieg wird zu einem 
großen Teil auch durch die Proteinkinase A vermittelt (Bae et al., 2003). 
An venösen Gefäßen wirkt Bradykinin dagegen kontrahierend, was wiederum einen erhöhten 
intravasalen Druck bewirkt, der einen Flüssigkeitsaustritt und somit die Entstehung von 
Ödemen begünstigt. Hinzu kommt eine Permeabilitätserhöhung der Gefäße, da die Kinine 
ebenfalls eine Kontraktion der Endothelzellen bewirken (Maurer et al., 2011). Bradykinin reizt 
nozizeptive Nervenendigungen und stimuliert dort die Freisetzung anderer Schmerz-
mediatoren (Manning et al., 1991). 
Als Entzündungsmediatoren besitzen Kinine eine chemotaktische Wirkung auf Leukozyten 
und fördern die Migration von Makrophagen, Mastzellen und Fibroblasten. Über eine 
Aktivierung der Phospholipase A2 oder der Phospholipase C stimulieren die Kinine des 
Weiteren die Bildung von Arachidonsäure, die dann zu ihren Derivaten (Prostaglandine, 
Leukotriene, Prostazyklin und Thromboxane) metabolisiert werden kann (Moreau et al., 
2005). Auch ihre Wirkungen als potente Entzündungsmediatoren sind vielfältig und teilweise 
gegensätzlich. Sie verstärken Entzündungsreaktionen und erhöhen die Schmerzsensibilität. 
Leukotriene wirken, wie die Kinine, kontrahierend auf glatte Muskulatur und Endothelzellen. 
Sie stimulieren die Leukozytenmigration in entzündetes Gewebe, wirken vasodilatorisch und 









Stickstoffmonoxid ist ein ubiquitäres Signalmolekül, dessen Wirkungen im Organismus sehr 
vielfältig sind. Gebildet wird es von verschiedenen Zellen wie beispielsweise Endothelzellen, 
Neuronen und Makrophagen (Förstermann & Sessa, 2012). Zu den Hauptfunktionen 
gehören die Relaxation der glatten Muskulatur, insbesondere der Gefäßmuskulatur, als 
wichtiger Vasodilatator, des weiteren Hemmung der Thrombozytenaggregation und die 
Signalübertragung im Gehirn. Als körpereigenes Radikal in Makrophagen ist es zudem Teil 
der Immunabwehr (Tripathi, 2007). In Verbindung mit Apoptose werden durch NO sowohl 
anti- als auch pro-apoptotische Effekte vermittelt (Li & Billiar, 2000). 
Stickstoffmonoxid wird durch das Enzym NO-Synthase (NOS) gebildet. Diese setzt die 
Aminosäure L-Arginin zu Citrullin und NO um (Palmer et al., 1988). 
Man unterscheidet dabei drei verschiedene Isoformen, die in der Struktur zu weniger als 
59% übereinstimmen (Förstermann et al., 1994). Zwei Formen werden konstitutiv exprimiert: 
die neuronale NO-Synthase (nNOS) und endotheliale NO-Synthase (eNOS). Diese 
konstitutiv gebildeten Isoformen besitzen eine niedrige Affinität zu Calcium und werden durch 
Ca2+-Calmodulin aktiviert. Ihre Aktivität hängt somit von der intrazellulären Ca2+-
Konzentration ab (Kuhr et al., 2010), Die dritte Form ist die induzierbare NO-Synthase 
(iNOS), deren Aktivität durch ihre Expression reguliert wird. Induziert wird sie beispielsweise 
durch Lipopolysaccharide und Zytokine (Förstermann & Sessa, 2012). 
Die Bildung von NO wird durch Bradykinin katalysiert/induziert (Palmer et al., 1987). Bindung 
des Bradykinin an den B2-Rezeptor führt über eine Aktivierung der Phospholipase C zu 
einem Anstieg von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). Das hydrophile 
IP3 diffundiert ins Zytosol und bindet über IP3-Rezeptoren an Calciumkanäle des 
endoplasmatischen Retikulum, die sich dadurch öffnen und die zytosolische Ca2+-
Konzentration ansteigen lassen (Venema et al., 1998; Kuhr et al., 2010). Dieser Ca2+-Anstieg 
aktiviert wiederum die NO-Synthase, die dann eine gesteigerte Freisetzung von NO bewirkt. 
Auch eine durch Bradykinin ausgelöste Phosphorylierung kann die NOS aktivieren und einen 









Diese Arbeit untersucht den Einfluss unphysiologischer Dehnung auf die Komponenten des 
Kallikrein-Kinin-Systems in der frühen Phase innerhalb der ersten sechs Stunden. 
Insbesondere sollen dabei die Komponenten betrachtet werden, die bei der Entstehung von 
Bradykinin und die weitere Signaltransduktion von Bedeutung sind. 
Bradykinin wird durch Kallikrein aus seinem Vorläufer, dem Kininogen freigesetzt (Moreau et 
al., 2005). Der Bradykinin-Rezeptor 2 ist des Weiteren entscheidend für Vermittlung der 
Bradykinin-Effekte (Signaltransduktion). Die Bindung des Bradykinin an den Bradykinin-
Rezeptor 2 bewirkt eine Aktivierung der NO-Synthase, die wiederum zur vermehrten Bildung 
von NO führt (Michell et al., 2002; Kuhr et al., 2010). 
Mechanische Dehnung mit pathologischen Parametern führt zur Schädigung und Apoptose 
von alveolären Typ-II-Zellen (Hammerschmidt et al. 2004; Arold, 2009; Ning et al., 2012). 
Diese dehnungsinduzierte Apoptose kann durch Bradykinin reduziert werden 
(Hammerschmidt et al. 2007). Bradykinin besitzt sozusagen eine protektive Wirkung 
hinsichtlich der dehnungsinduzierten Zellschädigung. Dies wird durch vorangegangene 
Forschungsergebnisse belegt, die zeigen, dass die Zugabe von ACE-Hemmern die Zahl 
apoptotischer Zellen nach pathologischer Dehnung deutlich verringert, wobei es parallel zu 
einem Anstieg der Bradykinin-Konzentration kam (Hammerschmidt et al. 2004; Jiang et al., 
2004). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Zugabe von Bradykinin ebenfalls zu 
einer Verringerung der Apoptoserate führt (Hammerschmidt et al., 2007). 
Das durch Bradykinin vermehrt gebildete NO beeinflusst ebenfalls die Apoptose. Es besitzt 
sowohl anti- als auch pro-apoptotische Eigenschaften (Li & Billiar, 2000). 
Die aus diesem Zusammenhang hervorgehende Vermutung ist, dass Dehnung das 
Kallikrein-Kinin-System beeinflusst und somit Auswirkungen auf die Menge des zur 
Verfügung stehenden Bradykinin und die Freisetzung von NO besitzt.  
Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen: 
- Wie ist die Expression von Bradykinin und den einzelnen Komponenten, aus denen 
es entsteht (Kininogen, Kallikrein, Bradykinin), in der frühen Phase (1-6h) der 
Dehnung reguliert? 
 
- Wie wird der für die Signaltransduktion entscheidende Bradykinin-Rezeptor 2 in 
diesem Zeitraum durch die Dehnung beeinflusst? 
 
- Welchen Einfluss hat die Dehnung auf die Bradykinin-stimulierte NO-Freisetzung 
innerhalb der ersten 6 Stunden. 
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3.1.1. Versuchstiere  
 
Für die Versuche wurden adulte, männliche Ratten (Sprague-Dawley) mit einem Gewicht 
von 150-200g verwendet. Die Tiere stammten aus dem Medizinisch-Experimentellen 
Zentrum der Universität Leipzig. 
 
3.1.2. Chemikalien, Lösungen und verwendete Geräte 
 
Allgemein verwendete Chemikalien und Materialien 
Aqua B. Braun (Melsungen, Dtl.) 
DMEM High Glucose (4,5g/ml) mit 
FKS (10% oder 2%), 1% Gentamycin,  
1% L-Glutamin 
GE Healthcare (Fairfield, USA) 
Ethanol Merck (Darmstadt, Dtl.) 
FKS Biochrom AG (Berlin, Dtl.) 
PBS Invitrogen (Renfrew, UK) 
Bechergläser Schott Duran (Mainz, Dtl.) 
Durchflusszytometer/FACS Coulter® Epics® XL, Beckman Coulter (Krefeld, Dtl.)  
Gefrierschrank (-20°C) Liebherr, GNP 3056 
Gefrierschrank (-80°C) Hettich, HS 5586 
Inkubationsschrank (37°C) Napco, Series 5400 CO2 Incubator 
Kühlschrank (4°C) Liebherr, FKS 3600 
Laborfeinwaage Sartorius, BP 121S (Göttingen, Dtl.) 
Laborwaage Shinko Denshi, PF-R300C 
Mikroliterpipetten Eppendorf Research (Wesseling, Dtl.) 
Micro-Tubes (0,2ml) Applied Biosystems, MicroAmp 
Nahtmaterial Ethicon 3-0,Perma-Hand Seide 
Photometer Tecan, Spectral Classic F039200 (Crailsheim, Dtl.) 
Pipettus Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeräte, (Eberstadt, Dtl.) 
Pipettenspitzen Eppendorf (Wesseling, Dtl.) 
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Pipettenspitzen (Glas, 5ml) Sarstedt, (Nümbrecht, Dtl.) 
Pipettenspitzen (Glas, 10ml) BD Falcon, (Franklin Lakes, USA) 
Scheren Inox 
Spritzen (10ml) BD Discardit II (Franklin Lakes, USA) 
Sterilbank Thermo Scientific, Hera Safe KS 
Tubes (1,5ml) Sarstedt, (Nümbrecht, Dtl.) 
Tubes (2ml) Sarstedt, (Nümbrecht, Dtl.) 
Tubes (15ml) BD Falcon (Frankling Lakes, USA) 
Tubes (50ml) BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
Vortexmischer Scientific Industries,Vortex Genie 2 G-560E (New 
York, USA) 
Wasserbad (37°C) Memmert, WB 7 (Schwabach, Dtl.) 
Wipptisch Biometra, Rocking Platform (Göttingen,Dtl.) 




Heparin Ratiopharm GmbH, Heparin-Natrium-25000 (Ulm, 
Dtl.) 
Nacoren (Pentobarbital-Natrium) Merial (Duluth, USA) 
Insulinspritze 1ml Becton Dickinson, Plastipak (Franklin Lakes, USA) 
 
 
Isolierung der Lunge 
0,9%ige Kochsalzlösung (bei 
37°C im Wasserbad) 
B. Braun (Melsungen, Dtl.) 
„Without“-Lösung 















Hepes 1M  
Merck (Darmstadt, Dtl.) 
SigmaUltra 
B. Braun (Melsungen, 
Dtl.) 
Merck (Darmstadt, Dtl.) 
Merck (Darmstadt, Dtl.)  
Lonza (Basel, Schweiz) 
Erlenmeyerkolben 200ml mit 
Korken, Schlauch 
Corning (Corning/ New York, USA) 
Kompressen Hartmann, ES-Kompressen (Heidenheim,Dtl.) 
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Vorbereitung der Platten 
Dehnplatten Flexcell Intern. (Hillsborough, USA) 
6-Well Platten (statische) BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
Fibronektin Roche Diagnostics (Mannheim, Dtl.) 
 
Isolieren der Zellen 
Elastase-Lösung 5mg Elastase Elastin Products Co. 
(porcine pancreas) 
(Owensville, USA) 
5-8mg Trypsin Sigma-Aldrich, (bovine 
pancreas) 
(Steinheim, Dtl.) 
40ml „With“-Lösung Herstellung siehe unten 
Erylyse-Puffer 8,29g NH4Cl Merck (Darmstadt, Dtl.) 
1g KHCO3 Merck (Darmstadt, Dtl.) 
1l Aqua dest. B. Braun (Melsungen, Dtl.) 
„With“-Lösung    





300ml NaCl isoton B. Braun (Melsungen, Dtl.) 
12ml KCl 0,15M Merck (Darmstadt, Dtl.) 
6ml CaCl2 0,11M Merck (Darmstadt, Dtl.) 
3ml MgSO4 0,15M Sigma-Aldrich,  
(Steinheim, Dtl.) 
9ml PO4-Puffer 0,1M Sigma-Aldrich,  
(Steinheim, Dtl.) 
18ml Hepes 1M Gibco (Carlsbad, USA) 
„Without“-Lösung    
(bei 37°C im Wasserbad) 
Herstellung siehe oben 
Siebgewebe  
verschiedener Porengrößen aus  
Polyamid(100 µm, 20µm und 15µm) 
neoLab (Heidelberg, Dtl.) 
vorbereitete IgG-Platten 10cm Zellkulturschalen Greiner bio-one, Cellstar 
(Kermsmünster, 
Österreich) 
30mg rat-IgG Sigma-Aldrich 
(Steinheim, Dtl) 
40ml Tris-Puffer AppliChem (Darmstadt) 
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Flexercell Strain UnitTM, FX-3000 
Flexcell Intern. (Hillsborough, USA) 
Neubauer-Zählkammer  
(0,100mm Tiefe, 0,0025mm2) 
Optik Labor (Balgach, Schweiz) 
Trypanblau Life Technologies, Gibco (Carlsbad, USA) 
Umkehrmikroskop Nikon, Eclipse TE3000 
 
 
Herstellung der Lysate 
Lysispuffer 2250µl Aqua dest. B. Braun (Melsungen, Dtl) 
250µl Cell Lysis Merck (Darmstadt, Dtl) 
2,5µl PMFS Merck (Darmstadt, Dtl) 
Zellschaber Sarstedt (Nümbrecht, Dtl) 
 
Herstellung der Pellets 
Accutase  GE Healthcare (Fairfield, USA) 
 
 
Proteinbestimmung nach Pierce 
Albumin-Standardlösung 2mg/mL  
(Rinderalbumin (BSA)) 
Pierce BCA Protein Assay Kit, 
Thermo Scientific (Rockford, USA) 
BCA Reagenz A  
(Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, 
Bicinchoninsäure, Natriumtartrat in 0,1M Natriumhydroxid) 







Cytotoxicity Detection Kit (LDH) 
Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim, Dtl) Dye Solution (2) 
(Iodnitrotetrazoliumchlorid (INT), Natriumlactat) 
  
Apoptosedetektion 
Annexin V-FITC Annexin V-FITC Kit  
Biovision 
(Milpitas, USA) 
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ELISA Bradykinin 
ABC Diluent Puffer  
Bio Medical Assay 
(BeiJing, China) 
Antikörper Diluent Puffer 
Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex (ABC) 1:100 
Detection Antikörper 
Sample Diluent Puffer 
Standard 
Stop Solution 
TMB Reagenz A 
TMB Reagenz B 
TBS Diluent/Waschpuffer (25x) 
96-Well-Platte 
ELISA Kininogen und BKR 2 
Assay Diluent A (2x)  
USCNK 
(Wuhan, China) 
Assay Diluent B (2x) 
Detection Reagenz A 








Bestimmung der Kallikreinaktivität 
Puffer  





(1% Sulfanilamid in 5%iger Phosphorsäure) 
 
Griess-Reagenz 2 
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3.2.1. Vorbereitung der Platten 
 
Um das Anwachsen der Typ-II-Zellen am Plattenboden zu fördern, wurden vor jedem 
Versuch alle Platten mit Fibronektin vorbehandelt. Dabei wurden jeweils 500µl Fibronektin 
kreisförmig ins Zentrum des Plattenbodens pipettiert. Das Fibronektin wurde erst kurz vor 
dem Ausplattieren der Zellen wieder entfernt. 
 
3.2.2. Isolierung von Typ-II-Zellen aus der Rattenlunge 
 
Die Typ-II-Zellen wurden nach der Vorgehensweise von Dobbs et al. (1986) isoliert. Zur 
Narkotisierung des Tieres wurden 0,3ml Nacoren und 0,3ml Heparin in einer Spritze 
aufgezogen und der Ratte subkutan in den Unterbauch injiziert. Das Heparin diente dazu, die 
Blutgerinnung während der Präparation zu verhindern und einen schnellen Wirkeintritt der 
Narkose zu unterstützen. Zur Inkubation wurde das Tier für 10-15 Minuten in den 
abgedunkelten Transportkäfig zurückgesetzt, um eine Stressreaktion des Tieres zu 
vermeiden. 
 
Die Ratte wurde danach auf dem Rücken liegend auf einer Styroporunterlage positioniert 
und durch Metallschlaufen an den Vorderläufen fixiert. 
Mittels Ethanol erfolgte nun eine großflächige Desinfektion des Bauch- und Halsbereiches, 
sodass im Anschluss zunächst das Fell in diesem Bereich entfernt und der Situs von kaudal 
beginnend mit Scherenschnitten und Hilfe einer Pinzette eröffnet werden konnte. Der Darm 
wurde vorsichtig verschoben, die Arteria renalis freigelegt und eröffnet. Eine in den 
Bauchraum gelegte Kompresse minderte den Blutfluss. Im Bereich des Halses wurden 
anschließend die Haut, die darunterliegenden Halsmuskeln und die Schilddrüse entfernt. 
Die nun freipräparierte Trachea wurde mit einer spitzen Schere unterhalb des Kehlkopfes 
eröffnet und ein aus einer Kanüle hergestellter Tubus vorsichtig eingeführt. Geknotetes 
Nahtmaterial um die Trachea und den eingebrachten Tubus dienten dessen Fixierung. Es 
folgte die Eröffnung des Zwerchfells und das Ablösen vom Rippenbogen ohne dabei die 
Lunge zu perforieren. 
Der Brustkorb wurde seitlich mit Hilfe einer scharfen Schere von kaudal beginnend eröffnet. 
Der Thymus, das Herz und die Lunge wurden sichtbar. Nach Entfernung des Thymus wurde 
die Lunge lavagiert. Dazu wurde das linke Herzohr entfernt und ein Scherenschnitt in den 
rechten Ventrikel gesetzt. In diese Perforation wurde eine an einem Schlauch befestigte 
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Pipettenspitze eingeführt. Der Schlauch war über einen Stopfen mit einem mit „Without"-
Lösung gefüllten Erlenmeyerkolben verbunden. 
Parallel dazu wurde, bis zum Verbrauch der Spüllösung Luft mit Hilfe einer 10ml Spritze über 
den Tubus eingebracht, um sämtliche Areale der Lunge perfundieren zu können. Im 
Anschluss wurde das Herz entfernt und die Lunge vorsichtig herauspräpariert. Die 
entnommene Lunge wurde danach auf eine Styroporplatte gelegt und erneut über den in der 
Trachea verbliebenen Tubus lavagiert, der zum Abfließen der Spülflüssigkeit von der 
Unterlage in ein Becherglas herabhing. Es wurden acht Spülungen mit einer 10ml Spritze mit 
„Without“-, anschließend zwei weitere mit „With"-Lösung (beide bei 37° im Wasserbad 
gelagert) durchgeführt. Danach wurde die Lunge in ein mit Kochsalzlösung gefülltes 
Becherglas gehängt und mit der zuvor hergestellten Elastase-Lösung über den Tubus mittels 
einer weiteren 10ml Spritze befüllt. Die Spritze wurde im Tubus belassen, sodass die Lösung 
für 15min inkubieren konnte. 
Nach Ablauf der Zeit wurde die Spritze entfernt, der Stempel entnommen und die Spritze 
erneut in den Tubus gesteckt, um die verbliebene Elastase-Lösung durchlaufen zu lassen. 
Diese Zeit sollte mindestens 10min betragen. 
Danach wurde die Lunge aus dem Wasserbad entnommen und nach dem Entfernen der 
Trachea und des verbliebenen Bindegewebes in einen mit 10ml „Without“-Lösung gefüllten 
Tube (50ml) überführt. 
Das im Tube befindliche Gewebe wurde mittels zweier Scheren zerkleinert, die Gewebe-
suspension anschließend in einem mit 5ml 10%igem FKS gefüllten Erlenmeyerkolben für     
2min in Translationsbewegungen geschüttelt. 
Über abgeschnittene Spritzenkolben wurde Siebgewebe verschiedener Maschengrößen mit 
einem Gummi gespannt, sodass diese als Sieb dienen konnten. 
Zunächst wurde die Gewebelösung durch 100µm-Gewebe in zwei Tubes gesiebt, um eine 
zu große Ansammlung der Zellfragmente zu vermeiden. Danach wurde je ein Sieb mit den 
Durchlässigkeiten von 20µm und 15µm verwendet. 
Im Anschluss wurde die nach den Siebvorgängen gesammelte Zellsuspension bei 
1100U/min für 7min bei 4°C zentrifugiert. 
Alle weiteren Arbeitsschritte fanden anschließend unter sterilen Bedingungen statt. 
Der Überstand wurde abgesaugt, das Tube mit dem Pellet mit 20ml Erylyse-Puffer gefüllt 
und mit dem Pipetboy und einer Glasspitze resuspendiert. Es wurde erneut zentrifugiert und 
der Überstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde nun mit 20ml 10% DMEM resuspendiert. 
Jeweils 10ml dieser Zellsuspension kamen in zwei mit IgG beschichtete Petrischalen, die 
etwa 2h zuvor mit jeweils 10ml Ratten-IgG im Brutschrank bei 37°C inkubiert worden waren. 
Die Lösung mit dem Ratten-IgG wurde vor dem Pipettieren der Zellsuspension aus den 
Petrischalen entfernt. Diese Vorbeschichtung diente dazu, die Zellen des Immunsystems, 
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wie beispielsweise Makrophagen, durch Bindung an das IgG über den Fc-Rezeptor aus der 
Zellsuspension zu entfernen. Dazu kamen Petrischalen mit der Zellsuspension für 15min bei 
37° in den Brutschrank. 
Danach wurden die Zellsuspensionen von beiden Platten in einen 50ml Tube überführt und 
gepoolt. Nur leicht adhärente Zellen in den Petrischalen wurden dann noch einmal mit 10ml 
des Mediums abgespült und ebenfalls in den 50ml Tube pipettiert. 
Anschließend wurde die Zellzahl bestimmt. Dazu wurden 30µl dieser Suspension zu 90µl 
Trypanblau pipettiert (Verdünnung 1:4) und in einer Neubauer-Zählkammer unter dem 
Mikroskop ausgezählt. Der Farbstoff Trypanblau kann Zellen aufgrund einer Membran-
schädigung blau färben und ermöglicht so die Unterscheidung zwischen lebenden und toten 
Zellen. 
Nach dem Zählen wurden die Zellen zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und mit DMEM-
Medium (mit 10% FKS) so resuspendiert, dass man eine Konzentration von 3Mio Zellen pro 
ml erhielt. Anschließend wurden 500µl Zellsuspension pro Well auf die zuvor mit Fibronektin 
beschichteten Platten verteilt. 
Im Anschluss an die Aussaat der Zellen kamen alle Platten bei 37°C in den 
Inkubationschrank. Nach 2h wurden die Wells mit jeweils 2ml DMEM (mit 10% FKS) 
aufgefüllt und die Platten über Nacht im Brutschrank belassen. 
 
Am darauf folgenden Tag wurden alle Platten vor der Dehnungssimulation mit PBS 
gewaschen und im Anschluss daran mit jeweils 2ml DMEM (mit 0,2% FKS) aufgefüllt. 
Vor Beginn des Dehnungsvorganges wurde unter dem Mikroskop das Anwachsen der 
Zellaussaat auf den dehnbaren Membranen der Platten überprüft. Die Zellen wurden danach 
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Die Dehnvorrichtung besteht aus den Dehnplatten, dem Verbindungsglied und der 
Kontrollstation bzw. dem Steuerelement, an dem Dehnstärke (Amplitude) und -frequenz 
genau eingestellt werden konnte. 
In der zugehörigen Software (FlexSoft®) wurden Parameter für die Dehnung eingestellt. 
Diese Dehnungsmuster definieren sich aus der Dehnungsfrequenz pro Minute und der 
prozentualen Oberflächenzunahme der Silikonmembran. Für die durchgeführten Versuche 
wurde mit einer Frequenz von 40 min-1 und einer Amplitude von 30%, die eine 
entsprechende Oberflächenvergrößerung der Silikonmembran darstellt, ein 
unphysiologisches Beatmungsmuster gewählt. Die Dehnplatten wurden jeweils für 1, 2, 3 






Abb. 3: Dehnvorrichtung mit Dehnplatten 
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Für die Untersuchungen und Messungen wurden nach der jeweiligen Dehnungsdauer der 
Platten Zelllysate oder Pellets hergestellt und die Überstande abpipettiert. 
Die Lysate und Überstände wurden anschließend im Tiefkühlschrank bei -20°C, die Pellets 
bei -80°C gelagert. 
 
3.2.3.1. Herstellung von Zelllysaten 
 
Die Platten und Proben wurden während des gesamten Arbeitsvorganges auf Eis gelagert. 
Die Überstände wurden abgenommen, in 1,5ml Tubes pipettiert, bei 4°C 1100U/min für 7min 
zentrifugiert, in neue Tubes abpipettiert und im Tiefkühlschrank bei -20°C eingefroren. 
Anschließend wurden die Wells der Platten mit PBS gewaschen und 100µl des Lysispuffers 
(Herstellung siehe Tabelle S.28) je Well pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 10min 
wurden die Zellen mittels Zellscrabber von der Oberfläche des Plattenbodens entfernt und 
anschließend in ein 1,5ml Tube pipettiert. Das entstandene Lysat wurde dann bei 4°C für 
15min zentrifugiert, um die restlichen Zelltrümmer zu entfernen. Danach wurden die 
zellfreien Lysate in neue Tubes pipettiert und ebenfalls bei -20°C eingefroren. 
 
3.2.3.2. Herstellung von Zellpellets  
 
Die Zellen in den Wells wurden mit PBS gewaschen und danach mit jeweils 1ml Accutase für 
15min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde zusätzlich 1ml DMEM 
(mit 10% FKS) in jedes Well pipettiert und resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden in 
einem Tube gesammelt, zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Auf das entstandene 
Pellet wurden zum Waschen der Zellen 1,5ml PBS gegeben. Die Zellen wurden 
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach dem Absaugen der Überstande wurde der 
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3.2.4. Proteinbestimmung nach Pierce 
 
Bei der Proteinbestimmung nach Pierce handelt sich um eine kolorimetrische Methode zur 
Bestimmung der Gesamtproteinmenge, die unter Verwendung von Bicinchoninsäure 
durchgeführt wird, weshalb sie auch als BCA Protein Assay bezeichnet wird. Im 
Wesentlichen finden zwei Reaktionen statt.  
Im ersten Schritt bilden die Proteine in alkalischer Lösung einen Komplex mit Cu2+-Ionen. 
Diese werden zu Cu+-Ionen reduziert. Im Anschluss daran bilden je zwei BCA-Moleküle 
einen violetten Farbkomplex mit einem Cu+. Verantwortlich für die Farbreaktion der Proteine 
mit dem BCA sind ihre makromolekulare Struktur, die Anzahl der Peptidbindungen, sowie die 
Aminosäuren Cystin, Cystein, Tyrosin und Tryptophan. Der Farbkomplex hat ein 
Absorptionsmaximum bei 562nm und kann so photometrisch analysiert werden. 
 
Der Assay wurde entsprechend der Anleitung durchgeführt. Die wichtigsten Arbeitsschritte 
sind hier noch einmal zusammengefasst: 
 
1.  Erstellen der Standardreihe mit einer Albumin-Standardlösung (2mg/ml), die in einer 
Verdünnungsreihe von 1:2 bis 1:128 pipettiert wurde 
2. Verdünnen der Lysate 1:5 mit PBS 
3. Herstellen der Reagenz Workingsolution mittel Reagenz A und Reagenz B (50:1) 
4.  Pipettieren von 10µl der jeweiligen Probe und anschließend 200µl Workingsolution pro 
Well auf einer 96-Well Platte 
5. Inkubation der Proben (30min bei 37°C in Dunkelheit) 
6.  Messen der Farbänderung bei 560nm am Photometer und Bestimmung des Protein-
gehalts (Software „Easy Fit“) 
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Diese Lactatdehydrogenase-Messung dient dazu, den Grad der Zellschädigung zu 
bestimmen.  
Bei geschädigten Zellen und der dadurch herabgesetzten Integrität der Zellmembran können 
auch große Moleküle, wie das zytosolische Enzym Lactatdehydrogenase, diese passieren 
und extrazellulär nachgewiesen werden. Ein Anstieg der extrazellulären Konzentration 
dieses Enzyms signalisiert eine zunehmende Zellschädigung. 
Die Messung beruht auf der durch die LDH katalysierte Reaktion von Lactat zu Pyruvat und 
der damit verbundenen Reduktion NAD+ zu NADH+H+. Durch die Übertragung eines Protons 
des NADH+H+ auf das gelbe, zugefügte Tetrazoliumsalz (INT) wird dieses zu rotem 








Abb. 4: Schematische Darstellung der Reduktion des Lactats zu Pyruvat 
 
 
Durchgeführt wurde die Messung mit dem Cytotoxicity Detection Kit von Roche Diagnostics. 
Die wichtigsten Arbeitsschritte des beiliegenden Manuals sind im Folgenden noch einmal 
zusammengefasst: 
 
1. Pipettieren der Standardreihe mit dem beiliegenden Standard (2ng/ml) als geometrische 
Verdünnungsreihe von 1:2 bis 1:256 und des Leerwertes (DMEM mit 0,2% FKS) 
2. Pipettieren von 100µl Überstand der Proben je Well in eine 96-Well-Platte 
3. Herstellung einer Reagenz aus 112,5µl der Färbelösung (Dye Solution, Lösung 2) und 
2,5µl des Katalysators (Catalyst, Lösung 1) je Probe in einem 15ml Tube 
4. Pipettieren von 100µl der hergestellten Reagenz auf die Proben, Standardlösung und den  
 Leerwert 
5. Inkubation der Proben (30 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit) 
6. Messung im Photometer bei 492nm 
      Lactat               LDH  Pyruvat 
                
                      NAD+                        NADH+H+                
     
Formazan                      Diaphorase              Tetrazoliumsalz (INT) 
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Mit Hilfe von Annexin V kann Apoptose bereits in einer frühen Phase nachgewiesen werden. 
Annexin V besitzt eine hohe Affinität zu dem Membranbaustein Phosphatidylserin, der bei 
vitalen Zellen auf der Innenseite der Zellmembran lokalisiert ist. Mit Beginn der Apoptose 
wird Phosphatidylserin zur Außenseite transloziert. Das mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC 
konjugierte Annexin V kann dadurch an Phosphatidylserin binden und frühe Apoptose mit 
Hilfe des Durchflusszytometers (FACS) nachgewiesen werden. 
Eine Simultanfärbung mit Propidiumiodid (PI) ermöglicht eine Differenzierung zu 
nekrotischen Zellen. Da mit zunehmender Apoptose eine gesteigerte Membranpermeabilität 
auftritt, wodurch der Farbstoff PI ins Innere der Zellen gelangen und an die DNA binden 
kann. PI stellt somit einen Marker für spätapoptotische und nekrotische Zellen dar. 
 
Zur Quantifizierung der Apoptoserate wurde der Annexin V-FITC Kit der Firma Biovision 
verwendet. Die Durchführung erfolgte anhand der beiliegenden Arbeitsvorschrift, die kurz 
zusammengefasst folgende Schritte beinhaltete: 
 
1.  Resuspension der Probenpellets in 500 µl Puffer (1X Binding Buffer) 
2. Pipettieren von 5µl Annexin V-FITC und 5µl PI je Probe 
3. Inkubation der Proben (15 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit) 
4. Quantifizierung mittels Durchflusszytometer mit einer Anregungswellenlänge von 488nm  
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3.2.7. Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
 
Zum quantitativen Nachweis von Bradykinin, Kininogen und des Bradykinin-Rezeptors 2 
wurden nichtkompetitive Immunoassays (Sandwich-Methode) durchgeführt. 
Dabei wird die zu bestimmende Substanz (Antigen) immobilisiert, indem sie an Antikörper 
bindet, die einer festen Phase anhaften (96-Well-Mikrotiterplatte). 
Durch die Zugabe eines zweiten Antikörpers bildet sich ein Antikörper-Antigen-Antikörper-
Komplex. Dieser zweite Antikörper kann dann detektiert werden. 
 
3.2.7.1. ELISA Bradykinin 
 
Für den ELISA des Bradykinins wurde ein Kit der Firma Bio Medical Assay verwendet. 
Die Durchführung erfolgte nach dem beigefügten Manual. Die einzelnen Arbeitsschritte sind 
im Folgenden kurz aufgeführt: 
 
1.  Pipettieren der Standardreihe mit dem zugehörigen Standard (2000pg/ml) von 1:2 bis 
1:256 und der Leerwerte (Assay Puffer, DMEM mit 0,2% FKS, Lysispuffer) auf eine         
96-Well-Platte 
2. Pipettieren von 30µl des Assay Puffers und 60µl der Proben je Well 
3. Inkubation der Proben (1h bei 37°C) 
4. viermaliges Waschen der Proben mit 200µl Assay Puffer je Well 
5. Pipettieren von 100µl des Sekundärantikörpers (1:100 verdünnt) je Well 
6. Inkubation der Proben (1h bei Raumtemperatur auf einem Wipptisch) 
7. viermaliges Waschen der Proben (nach drittem Waschvorgang 10min Inkubationszeit) 
8.  Pipettieren von 100µl ABC-Solution (1:100) je Well 
9. Inkubation der Proben (30min bei 37°C) 
10. fünfmaliges Waschen (Inkubationszeit von 10min zwischen den einzelnen Wasch-
vorgängen) 
11. Vorbereitung TMB Work Solution (9 Volumen TMB Reagenz A + 1 Volumen TMB 
Reagenz B) 
12. Pipettieren von 90µl je Well der TMB Work Solution 
13. Inkubation der Proben (15min bei 37°C in Dunkelheit) 
14. Zugabe von 100µl Stop Solution je Well 
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3.2.7.2. ELISA Kininogen und Bradykinin-Rezeptor 2 
 
Kininogen und der Bradykinin-Rezeptor 2 wurden mit Kits der Firma USCNK quantifiziert. 
Die Durchführung der ELISAs erfolgte nach der beiliegenden Arbeitsvorschrift, die kurz 
zusammengefasst folgende Schritte enthielt: 
 
1. Verdünnung Assay Diluent A und B mit jeweils 2,5ml Aqua dest. (1:1) 
2. Herstellung der Detection Reagenz A bzw. B Working Solution durch Pipettieren von 
50µl der Detection Reagenz A bzw. B zu dem jeweiligen Assay Diluent (1:100) 
3. Verdünnung von 20ml Wash Solution mit 580ml Aqua dest  
4. Pipettieren der Standardreihen und Leerwerte 
• Kininogen: Standard (2ng/ml) von 1:2 bis 1: 256 
Leerwerte: Standard Diluent, DMEM mit 0,2% FKS und 
Lysispuffer 
• BKR2:  Standard (10ng/ml) von 1:2 bis 1:256, 
Leerwerte: Standard Diluent und DMEM mit 0,2% FKS 
5. Pipettieren von 50µl Standard Diluent und 50µl der jeweiligen Probe je Well 
6. Inkubation der Proben (2h bei 37°C) 
7. Entfernen der Flüssigkeit aus den Platten 
8. Pipettieren von 100µl Detection Reagenz A Working Solution in jedes Well 
9. Inkubation der Proben (1h bei 37°C) 
10. dreimaliges Waschen der Proben mit 350µl Wash Solution je Well 
11. Pipettieren von 100µl der Detection Reagenz B Working Solution in jedes Well 
12. Inkubation der Proben (30min bei 37°C auf einem Wipptisch) 
13. fünfmaliges Waschen der Proben (Inkubationszeit von 10min zwischen den einzelnen 
Waschvorgängen) 
14. Pipettieren von 90µl Substrat Solution je Well 
15. Inkubation der Proben (15min in Dunkelheit) 
16. Zugabe von 50µl Stop Solution je Well 
17. Messen mit Hilfe des MicroPlateReaders bei 450nm 
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3.2.8. Bestimmung der Kallikreinaktivität 
 
Die Kallikreinaktivität wurde mit Hilfe einer Enzym-Substrat-Reaktion bestimmt. Diese 
Messungen wurden an Zellkulturüberständen der gedehnten Zellen durchgeführt. Dazu 
wurden 50µl des Überstandes mit 50µl 0,1M Tris-HCl-Puffer gemixt. In jedes Well wurden 
100µl dieses Mixes pipettiert. Hinzu kamen 100µl Kallikreinsubstrat. Nach einer 
Inkubationszeit von 5min wurden die Proben bei einer Emission von 460nm im Photometer 
gemessen. Die Eichkurve wurde aus einer Stammlösung des Kallikreins in Konzentrationen 




Diese Methode dient dazu, Nitrit nachzuweisen. Da Nitrit ein stabiles Oxidationsprodukt von 
NO ist, handelt es sich bei der Griess-Reaktion um eine indirekte Nachweismethode für NO. 
Durch das Griess-Reagenz bildet sich bei Vorhandensein von Nitrit ein Diazofarbstoff, der 
proportional zu der Nitritkonzentration der Probe ist. Die Menge an gebildetem Farbstoff wird 
anschließend bei 520nm bestimmt. 
 
In unserem Fall wurde Nitrit im Überstand bestimmt. Die Nitratstandardkurve wurde in einem 
Konzentrationsbereich von 0-20 µM pipettiert. 
Für den Griess-Assay wurden zwei Reagenzien im Verhältnis 1:1 gemischt. 
Bei Reagenz 1 handelt es sich um 1% Sulfanilamid in 5%iger Phosphorsäure. Reagenz 2 ist 
0,1% N-(1-Naphthyl)ethylendiamin in 5%iger Phosphorsäure. Von diesem Gemisch wurden 
100µl in jedes Well pipettiert. Anschließend wurden 100µl Probe (Überstand) zugefügt. 
Nach 10min Inkubationszeit wurden die Proben bei einer Wellenlänge von 520nm im 
Photometer gemessen. 
 
3.2.10. Statistische Auswertung 
 
Die Daten wurden mit Hilfe der Software Microsoft®Exel® für Mac 2011 (Version 14.0.0.) 
erfasst. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SigmaPlot. (Version 13.0, 
2014) Zunächst wurden die Werte durch den Kolmogorow-Smirnow-Test auf Vorliegen einer 
Normalverteilung überprüft und im Anschluss eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) 
durchgeführt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler aufgeführt. Unterschiede 










Für alle gedehnten Zellen wurden folgende Tests nach 1, 2, 3 und 6h durchgeführt: 
- LDH-Messung 
- Apoptosedetektion 
- Bestimmung der Kallikreinaktivität 





Zum Nachweis der Zellschädigung wurde die LDH-Aktivität in den Proben bestimmt. Bereits 
nach einer Stunde Dehnung (40/30) stieg die LDH-Aktivität gegenüber dem statischen Wert 
signifikant an (statisch: 0,030 ± 0,005U/ml; gedehnt 1h: 0,406 ± 0,082U/ml; p ≤ 0,005). Ein 
signifikanter Anstieg zeigte sich auch zwischen der statischen Kontrolle und den LDH-
Konzentrationen nach zwei (0,410 ± 0,100U/ml), drei (0,439 ± 0,079U/ml) und sechs 
(0,430 ± 0,013U/ml) Stunden Dehnung mit p ≤ 0,005. 
Generell ließ sich ein signifikanter Anstieg nach bereits einer Stunde Dehnung erkennen, der 















Abb. 5: LDH-Aktivität in der frühen Phase unphysiologischer Dehnung (n=6): 
Typ-II-Zellen wurden unphysiologisch für 1, 2, 3 und 6h gedehnt. Anschließend wurde die LDH-Aktivität in den 





	   	  
40 
4.2. Nachweis von Frühapoptose 
 
Der Nachweis von Frühapoptose wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie erbracht.                  
Der prozentuale Anteil frühapoptotischer Zellen nahm mit Beginn der Dehnung gegenüber 
den statischen Kontrollen (3,221 ± 0,583%) bereits nach einer (4,326 ± 1,132%) und zwei 
Stunden (6,022 ± 1,215%) Dehnung stetig zu. Ein deutlich signifikanter Unterschied bei der 
frühen Apoptoserate (p ≤ 0,005) zeigte sich jedoch erst nach drei (8,942 ± 1,271%) und 

















Abb. 6: Frühapoptotische Zellen nach unphysiologischer Dehnung (n=6): 
Typ-II-Zellen wurden unphysiologisch für 1, 2, 3 und 6h gedehnt. Danach wurde die Zahl frühapoptotischer Zellen 
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4.3. Nachweis von Kininogen 
 
Kininogen ist das Vorläuferprotein, aus dem Bradykinin durch enzymatische Spaltung 
entsteht. Nachdem die Typ-II-Zellen zwei Stunden gedehnt wurden, zeigten diese gegenüber 
den statischen Proben (0,237 ± 0,015ng/ml) einen signifikanten Anstieg der 
Kininogenfreisetzung (2h: 0,321 ± 0,036 ng/ml), der sich im weiteren Dehnungsverlauf nach 















Abb. 7: Kininogen-Konzentration nach unphysiologischer Dehnung von Typ-II-Zellen (n=6): 
Die Typ-II-Zellen wurden für 1, 2, 3 und 6h unphysiologisch gedehnt. Im Anschluss wurde die Kininogen-









Kallikrein setzt durch enzymatische Spaltung des Vorläuferproteins Kininogen Bradykinin 
frei. 
Die Ergebnisse zeigten einen kontinuierlichen Anstieg der Kallikreinaktivität in der frühen 
Dehnungsphase. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg gegenüber den statischen Proben 
(2,001 ± 0,198U/ml) nach zwei Stunden Dehnung (2,645 ± 0,312U/ml). Dieser Anstieg setzte 
sich mit zunehmender Dehnungsdauer nach drei und sechs Stunden weiter fort (gedehnt 3h: 
















Abb. 8: Kallikreinaktivität nach unphysiologischer Dehnung von Typ-II-Zellen (n=10): 
Typ-II-Zellen wurden unphysiologisch für 1, 2, 3 und 6h gedehnt. Die Kallikreinaktivität wurde in den Überständen 
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4.5. Nachweis von Bradykinin 
 
Bradykinin ist ein Endprodukt des Kallikrein-Kinin-Systems und ein wichtiger Bestandteil 
verschiedener zellulärer Prozesse. Typ-II-Zellen betreffend, wirkt es einer dehnungs-
induzierten Apoptose bzw. Schädigung der Zellen entgegen. 
Die Bradykinin-Konzentration stieg gegenüber den statischen Proben (3,062 ± 0,143pg/ml) 
bereits nach einer Stunde Dehnung (4,510 ± 0,436pg/ml) signifikant an. 
Im weiteren Dehnungsverlauf zeigte sich ein gleichbleibendes Niveau der Bradykinin-
Konzentration im Überstand nach zwei und drei Stunden (gedehnt 2h: 4,299 ± 0,456pg/ml; 
gedehnt 3h: 4,453 ± 0,570pg/ml). Es folgte ein Absinken der Konzentration auf annähernd 















Abb. 9: Bradykinin-Konzentration nach unphysiologischer Dehnung von Typ-II-Zellen (n=10): 
Alveoläre Typ-II-Zellen wurden unphysiologisch für 1, 2, 3 und 6h gedehnt. Die Bestimmung der Bradykinin-
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4.6. Nachweis des Bradykinin-Rezeptors 2 
 
Die biologische Wirkung von Bradykinin erfolgt durch die Bindung von Bradykinin an den 
Bradykinin-Rezeptor und die dadurch ausgelöste Signalkaskade. Bei der Vermittlung der 
Bradykinineffekte ist der Bradykinin-Rezeptor 2 der entscheidende Rezeptor. 
Die Konzentration des Rezeptors im Zelllysat stieg gegenüber den statischen Proben 
signifikant unmittelbar nachdem die Typ-II-Zellen eine Stunde unphysiologisch gedehnt 
wurden (statisch: 2,131 ± 0,400ng/ml; gedehnt 1h: 4,596 ± 0,719ng/ml). 
Während der Dehnungsdauer von zwei bis sechs Stunden blieb das Konzentrationsniveau 
des BKR2 gleichbleibend erhöht (gedehnt 2h: 4,293 ± 0,800ng/ml; 3h: 4,265 ± 0,892ng/ml; 















Abb. 10: BKR2-Konzentration nach unphysiologischer Dehnung von Typ-II-Zellen (n=11): 
Typ-II-Zellen wurden für 1, 2, 3 und 6h unphysiologisch gedehnt. Der Bradykinin-Rezeptor 2 wurde anschließend 
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4.7. Bestimmung der NO-Konzentration 
 
Die Bindung von Bradykinin an den BKR2 führt über eine Signalkaskade zur Aktivierung der 
NO-Synthase, die wiederum einen Anstieg des NO bewirkt. 
In der frühen Dehnungsphase zeigten die Ergebnisse einen kontinuierlichen Anstieg des NO-
Gehalts in den Kulturüberständen der Proben. Gegenüber den statischen Proben 
(1,086  ±  0,095 µM) zeigte sich nach einer Dehnungsdauer von zwei Stunden eine 
signifikante Zunahme von NO (2h: 1,784 ± 0,213 µM), die sich im weiteren Dehnungsverlauf 
















Abb. 11: NO-Konzentration nach unphysiologischer Dehnung von Typ-II-Zellen (n=9): 
Typ-II-Zellen wurden für eine Dehnungsdauer von 1, 2, 3 und 6h.unphysiologisch gedehnt Anschließend wurde 










5.1. Frühe Zellschädigung nach unphysiologischer Dehnung 
 
Die Ergebnisse der LDH-Messungen belegen, dass unphysiologische Dehnung bereits nach 
kurzer Zeit zu einer Schädigung der Typ-II-Zellen führt. Durch die Wahl eines pathologischen 
Dehnungsmusters mit einer Frequenz von 40min-1 und einer Vergrößerung der Membran-
oberfläche von 30% konnte in unseren Untersuchungen ein signifikanter Anstieg der LDH-
Konzentration im Überstand bereits nach einer Stunde Dehnung gegenüber der statischen 
Kontrolle gemessen werden. 
Zusätzlich konnte in dieser frühen Dehnungsphase innerhalb der ersten sechs Stunden ein 
Anstieg frühapoptotischer Zellen nachgewiesen werden. Unsere Untersuchungen zeigten 
eine signifikante Zunahme nach drei Stunden Dehnung. 
Diese Resultate bestätigten die Ergebnisse vorangegangener Studien in unserem Labor, die 
bereits einen Zusammenhang zwischen der unphysiologischen Dehnung und dem Auftreten 
von Apoptose und Nekrose bei Typ-II-Zellen zeigten. So untersuchten beispielsweise 
Hammerschmidt et al. (2004) welchen Einfluss die Amplitude, Frequenz und die 
Dehnungsdauer auf die Apoptose und Nekrose von alveolären Typ-II-Zellen besitzen. 
Physiologisch gedehnte Zellen zeigten dabei keinen signifikanten Anstieg der LDH-
Konzentration gegenüber den statischen Zellkulturen und auch keine Veränderung der 
Apoptose- oder Nekroserate. Unphysiologisch gedehnte Zellen mit erhöhter Frequenz oder 
Amplitude hingegen, zeigten auch hier einen signifikanten LDH-Anstieg bei der ersten 
Betrachtung nach 12 Stunden, sowie vermehrt apoptotische Zellen. Das Dehnungsmuster 
S40-30, das auch bei diesen früheren Untersuchungen gewählt wurde, hatte dabei die 
größten Auswirkungen auf LDH-Konzentration und Apoptose der Typ-II-Zellen. Zusätzlich 
fand man eine signifikant erhöhte Zahl nekrotischer Zellen (Hammerschmidt et al., 2004). 
Weitere Untersuchungen bestätigten, dass es mit Beginn der unphysiologischen Dehnung 
der Typ-II-Zellen zu einem kontinuierlichen Anstieg der LDH-Konzentration mit einem 
Maximum nach 24 Stunden kommt (Hammerschmidt et al., 2005; Hammerschmidt et al., 
2007).  
Auch andere in vitro Studien aus weiteren Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dass die 
Dehnung von Typ-II-Zellen bereits zu einem früheren Zeitpunkt eine Schädigung des 
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apoptotischer Typ-II-Zellen nach Dehnung mit einer Oberflächenänderung von 25% 
signifikant ansteigt und sich nach 15 Minuten etwa verdoppelt (Arold et al., 2009).  
Edwards et al. zeigten, dass eine Kurzzeit-Dehnung von 30 Minuten bereits zur Apoptose 
der Typ-II-Zellen führt (Edwards et al., 1999). 
Neben den Experimenten zur Stärke (Amplitude) der Dehnung untersuchten andere Autoren 
vor allem den Einfluss von Frequenz und Dauer der Dehnung auf die Apoptose von          
Typ-II-Zellen. Die in vitro Versuche mit humanen Alveolarzellen der Zelllinie A549 zeigten bei 
jeweiliger Erhöhung der genannten Parameter einen Anstieg der Apoptoserate (Ning et al., 
2012). Bei Betrachtung der Abhängigkeit von der Dehnungszeit stieg die Apoptose nach 
zwei Stunden signifikant an und nahm kontinuierlich nach vier und acht Stunden weiter zu. 
Gao et al. betrachteten den Einfluss einer Präkonditionierung durch physiologische Dehnung 
von A549 Zellen. Dabei zeigten sie unter anderem auch, dass es schon in der frühen 
Dehnungsphase innerhalb der ersten sechs Stunden zu Veränderungen hinsichtlich der 
Zellschädigung kommt (Gao et al, 2014). Ein signifikanter Anstieg frühapoptotischer Zellen 
zeigte sich in dieser Studie bereits nach einer Stunde, bei den spätapoptotischen Zellen 
nach zwei Stunden Dehnung. 
Neuere Studien zeigten im Tiermodell nach Beatmung von Ratten mit erhöhtem 
Inspirationsdruck nach vier Stunden einen signifikanten Anstieg der Lactatdehydrogenase im 
Serum. Die nach der Beatmung isolierten Zellen zeigten ebenfalls einen signifikant erhöhten 
prozentualen Anteil früh- und spätapoptotischer Zellen (Yang et al., 2013). 
Die genannten Studien und auch die Ergebnisse der hier untersuchten LDH-Konzentrationen 
und der Anstieg frühapoptotischer Zellen weisen darauf hin, dass unphysiologische Dehnung 
bereits kurz nach Beginn zu Veränderungen in den Typ-II-Zellen zu führen scheint und 
verschiedene Kaskaden ausgelöst werden, die im weiteren Verlauf zur Apoptose der Zellen 
führen. Daraus leitete sich die Arbeitshypothese der hier diskutierten Untersuchungen ab, 
dass die Dehnung auch das KKS schon früh beeinflusst und insbesondere Auswirkung auf 
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5.2. Einfluss unphysiologischer Dehnung auf das KKS 
 
Das Hauptanliegen dieser Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit die Komponenten des 
KKS durch pathologische, mechanische Dehnung innerhalb der ersten sechs Stunden 
beeinflusst werden. Im Mittelpunkt sollte dabei das Bradykinin stehen. Die Ergebnisse 
zeigten im Wesentlichen bei allen untersuchten Komponenten einen Anstieg in der frühen 
Dehnungsphase. 
Bei dem Vorläuferpeptid Kininogen wurde ein kontinuierlicher Anstieg mit einer Signifikanz 
nach bereits zwei Stunden beobachtet. Die Aktivität des Kallikrein, das aus dem Kininogen 
das Bradykinin spaltet, stieg ebenfalls bereits nach kurzer Dehnung stetig an. Der daraufhin 
erwartete Anstieg des Bradykinins bestätigte sich innerhalb der ersten drei Stunden, 
allerdings zeigte sich im weiteren Verlauf ein Absinken der Bradykinin-Konzentration. Der für 
die Signaltransduktion entscheidende Bradykinin-Rezeptor 2 stieg nach einer Stunde 
Dehnung und blieb innerhalb der ersten sechs Stunden, die die Typ-II-Pneumozyten 
pathologisch gedehnt wurden, gleichbleibend erhöht. 
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen belegen, dass unphysiologische, mechanische 
Dehnung bereits in der frühen Phase Auswirkungen auf das Kallikrein-Kinin-System und 
seine Komponenten hat. 
Auch vorangegangene Untersuchungen bestätigen diese Annahme. 
Im Rahmen einer in vivo Studie wurden Ratten für einen Zeitraum von vier Stunden mit 
unterschiedlichen Druckamplituden beatmet und im Anschluss die bronchoalveoläre Lavage 
untersucht. Bei den Tieren, die mit einer hohen Amplitude beatmet wurden, konnte neben 
einer gesteigerten Apoptoserate von etwa 20%, ein signifikanter Anstieg des Bradykinins 
festgestellt werden (Wösten-van Asperen et al., 2008). Auch unsere Ergebnisse zeigen 
einen signifikanten Anstieg des Bradykinins in den ersten drei Stunden des Dehnungs-
versuchs. Allerdings sollte berücksichtigt werden, dass in vivo Betrachtungen anders zu 
werten sind als unsere Untersuchung, da bei der Beatmung der Ratten der 
Gesamtorganismus und somit komplexe Mechanismen beeinflusst werden. Bei dem von uns 
durchgeführten Versuchsaufbau werden die alveolären Typ-II-Zellen dagegen isoliert 
betrachtet. Beide Untersuchungen deuten jedoch übereinstimmend darauf hin, dass 
Dehnung bereits in einer frühen Phase das Bradykinin zu beeinflussen scheint. 
 
Hammerschmidt et al. betrachteten den Einfluss mechanischer Dehnung nach 24 Stunden. 
Sie fanden einen signifikanten Anstieg der Kallikreinaktivität und der Expression des 
Bradykinin-Rezeptors 2 (Hammerschmidt et al., 2007). In Zusammenschau dieser und 
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Vermutung nahe, dass sich die von uns festgestellten Anstiege der Kallikreinaktivität und des 
BKR2 im weiteren Dehnungsverlauf fortsetzen oder zumindest auf einem erhöhten Niveau 
gegenüber den ungedehnten AT-II-Zellen bleiben. 
Ergebnisse einer vorangegangen Dissertation mit ebenfalls identischem Versuchsaufbau 
bestätigen eine Aktivitätssteigerung des Kallikreins, sowie einen signifikanten 
Konzentrationsanstieg des Kininogens nach 24 Stunden Dehnung. Es zeigten sich jedoch 
weder intra- noch extrazellulär Konzentrationsunterschiede des BKR2 zwischen statischen 
und gedehnten Zellen (Schweinberger, 2017). 
Hammerschmidt et al. (2007) stellten außerdem einen Abfall der Bradykinin-Konzentration 
um etwa 25% nach 24 Stunden unphysiologischer Dehnung fest.  
Dieser konnte auch von Schweinberger belegt werden, in deren Untersuchungen die 
Bradykinin-Konzentration nach 24 Stunden sogar um 48% sank. 
Betrachtet man unsere Ergebnisse in Verbindung mit den Ergebnissen nach 24 Stunden 
Dehnung wird deutlich, dass insbesondere das Bradykinin durch Dehnung zeitabhängig 
reguliert wird. 
Weitergehend ist anzunehmen, dass Bradykinin im Zusammenhang mit dehnungsinduzierter 
Apoptose beziehungsweise deren Reduktion zu stehen scheint.  
Die Grundüberlegung für diese Annahme ergibt sich aus vorangegangenen in vitro Studien, 
die belegen, dass eine Zugabe des ACE-Hemmers Captopril die Zahl früh- und 
spätapoptotischer Typ-II-Zellen nach pathologischer Dehnung deutlich verringert 
(Hammerschmidt et al., 2004). Die zugrundeliegenden Mechanismen sind bisher nur 
teilweise bekannt. Im Tierversuch konnte bei einem chemisch induzierten ARDS und einem 
durch Ölsäure induzierten ALI durch Zugabe von Captopril die Lungenschädigung 
eingedämmt werden (Liu & Zhao, 2002; He et al., 2007). Auch das Ausmaß einer 
ventilationsinduzierten Lungenschädigung bei Ratten wurde durch Injektion des ACE-
Hemmers Captopril verringert (Jiang et al., 2007). 
ACE stellt einen wichtigen Verbindungspunkt zwischen dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System und dem Kallikrein-Kinin-System dar. Es wandelt einerseits Angiotensin I zu 
Angiotensin II um und inaktiviert andererseits das Bradykinin. Der Einsatz von ACE-
Hemmern hat demnach einen Anstieg des Bradykinins und eine Abnahme von Angiotensin II 
zur Folge. 
Im Tierversuch ging eine ventilationsinduzierte Lungenschädigung bei Ratten mit einem 
Anstieg des Angiotensin II einher, der durch Gabe von Captopril gesenkt werden konnte. 
Zusätzlich gab es bei Captoprilgabe weniger apoptotische Zellen (Jiang et al., 2007). Daraus 
ergibt sich ein möglicher Zusammenhang zwischen der Pathogenese des VILI und 
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dass nach unphysiologischer Dehnung weder die Genexpression noch der Level von 
Angiotensin II beeinflusst wurden. Auch der Angiotensin II Rezeptor Antagonist Saralasin 
hatte keinen Einfluss auf die dehnungsinduzierte Apoptose. Dies weißt darauf hin, dass 
Angiotensin II eher keine Rolle in der dehungsinduzierten Apoptose von Typ-II-Zellen spielt. 
Im Gegensatz dazu scheint Bradykinin, das ebenfalls durch ACE bzw. ACE-Hemmer 
beeinflusst wird, bei der dehnungsinduzierten Apoptose von Bedeutung zu sein. Die 
Bradykinin-Konzentration in gedehnten Zellen war im Überstand gegenüber statischen 
Kontrollen nach 24 Stunden reduziert (Hammerschmidt et al., 2007). Nach Zugabe von 
Captopril war die Abnahme des Bradykinin deutlich geringer und ging bei den gedehnten 
Typ-II-Zellen mit einer verminderten Apoptoseinduktion einher. Auch eine direkte Zugabe 
von Bradykinin verhinderte partiell die dehnungsinduzierte Apoptose von Typ-II-Zellen. Bei 
den statischen Zellen gab es dagegen keine Beeinflussung der Bradykininspiegel durch 
Captopril (Hammerschmidt et al., 2007). 
 
Welchen Einfluss ACE-Hemmer bei mechanisch beatmeten Patienten mit ALI/ARDS 
besitzen, wurde aktuell in einer klinischen Studie in der Abteilung für Pneumologie der 
Universität Leipzig untersucht. Dabei handelt es sich um eine prospektive, doppelblinde, 
placebo-kontrollierte und randomisierte Studie der Phase IIb. 
Ziel dieser Studie war es, die Sicherheit und Wirksamkeit des ACE-Hemmers Enalaprilat zu 
untersuchen. Dieser oder das Placebo wurden den mechanisch beatmeten Patienten für 28 
Tage verabreicht. Es wurden 61 Patienten randomisiert von denen 58 für die Studie 
auswertbar waren. 
Bei ALI/ARDS Patienten unter Enalaprilatgabe konnten sowohl mehr Tage ohne 
Beatmungspflicht als auch Tage außerhalb der Intensivstation verzeichnet werden. 
Desweiteren belegte die Studie, dass die Gabe des ACE-Hemmers unter mechanischer 
Beatmung als sicher einzustufen ist (Wirtz et al., 2017). 
 
Darüber hinaus wurde in einer prospektiven Patientenstudie festgestellt, dass ein 
Polymorphismus des ACE-Gens die 30-Tage-Überlebensrate bei ARDS-Patienten 
beeinflusst. Patienten mit einem homozygoten ACE-DD-Genotyp (D=Deletion), der mit einer 
gesteigerten ACE-Aktivität einhergeht, zeigten dabei eine erhöhe Sterblichkeit. Im 
Gegensatz dazu wirkte sich ein Polymorphismus des Angiotensinogen-Promoters nicht auf 
die Entwicklung oder Besserung des ARDS aus (Adamzik et al., 2007). Da durch die 
gesteigerte ACE-Aktivität vermehrt Bradykinin abgebaut wird und eine erhöhte Sterblichkeit 
vorliegt, scheint Bradykinin eine wichtige und möglicherweise auch protektive Rolle in der 
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möglicherweise durch den gesteigerten Abbau verloren. 
Weitere in vivo Studien weisen ebenfalls auf die wichtige Bedeutung des Bradykinin-
abbauenden ACE bei ventilationsinduzierten Lungenschäden hin. Dabei wurde bei Ratten, 
die für vier Stunden mit einer hohen Amplitude beatmet wurden, eine um sechseinhalbfach 
erhöhte ACE-Aktivität in der bronchoalveolären Lavage gegenüber der nichtbeatmeten 
Kontrollgruppe festgestellt (Wösten-van Asperen et al., 2008). 
Auch bei Mäusen ging ein durch vierstündige pathologische Beatmung herbeigeführter VILI 
nahezu mit einer Verdopplung der ACE-Aktivität in der bronchoalveolären Lavage gegenüber 
der kurzbeatmeten Kontrollgruppe einher (Maniatis et al., 2010). 
 
Hammerschmidt et al. sehen eine mögliche Ursache für den protektiven Einfluss des 
Bradykinin in der Beeinflussung der PI3K-Akt-Kaskade. Dieser Signalweg hat große 
Bedeutung für die Regulation der Apoptose. Unter physiologischen Bedingungen sorgt der 
PI3K-Akt-Weg für ein Gleichgewicht zwischen anti-apoptotischen Proteinen, wie Bcl-2 und 
Bcl-xL, sowie pro-apoptotischen Proteinen, wie Bid und Bax, an der äußeren 
Mitochondrienmembran. Diese wird dadurch stabilisiert und eine Ausschüttung 
mitochondrialer Apopotosemediatoren (z.B. Cytochrom C), die dann über verschiedene 
Caspasen Apoptose auslösen könnten, wird verhindert. Die Beobachtungen zeigten, dass 
mit anhaltender Dehnung sowohl der Bradykininspiegel als auch die Aktivität des pAkt 
sanken. Dies hatte ein Abfallen der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL und eine 
Steigerung der Apoptose zur Folge. Durch Bradykininzugabe konnten diese Effekte in vitro 
partiell verhindert werden (Hammerschmidt et al., 2007). 
Betrachtet man die genannten Untersuchungen im Zusammenhang mit unseren 
Ergebnissen, so zeigt sich, dass unsere Hypothese, die Beeinflussung des KKS durch 
unphysiologische Dehnung und dabei insbesondere die Beeinflussung von Bradykinin, 
dadurch bestätigt wird. Der initiale Anstieg des Bradykinin deutet darauf hin, dass es zu 
Beginn möglicherweise einen intrazellulären Mechanismus gibt, durch den eine Schädigung 
der Zellen vermieden werden soll. Bei der kontinuierlichen Dehnung kommt es zu einem 
Absinken der Bradykinin-Konzentration und einer damit einhergehenden Zellschädigung. Da, 
wie bereits erwähnt, in vitro eine Erhöhung der Bradykinin-Konzentration durch ACE-
Hemmer oder durch direkte Zugabe eine Apoptose der Zellen verhindert werden konnte, 
scheint dem Bradykinin in der Entstehung und Prävention dehnungsinduzierter Schäden eine 
wichtige Rolle zu zukommen. Aufgrund der Tatsache, dass die für die Bildung des Bradykinin 
entscheidenden Komponenten (Kininogen und Kallikrein) mit Beginn der Dehnung ansteigen, 
scheint die Ursache für das Absinken der Bradykininlevel nicht in einer Schädigung innerhalb 
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Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der vorangegangen Dissertation von 
Schweinberger bestätigt. Sie untersuchte im Rahmen ihrer Arbeit den Abbau des 
Bradykinins indem sie eine definierte Bradykinin-Ausgangsmenge zu den Überständen 
statischer und gedehnter Zellen gab und nach Inkubation die verbliebene Bradykinin-
Konzentration ermittelte. Sie stellte dabei fest, dass in Überständen von gedehnten Zellen im 
Vergleich zu Überständen von statischen Zellen Bradykinin signifikant stärker abgebaut 
wurde. Dies deutet darauf hin, dass mechanische Dehnung zusätzlich zu einer Aktivierung 
des Kallikrein-Kinin-Systems auch eine Aktivitätssteigerung des Bradykinin-Abbaus zu 
bewirken scheint (Schweinberger, 2017). 
 
Auch in Zellen anderer Gewebearten konnte eine Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Systems 
durch Dehnung demonstriert werden. Eine in vitro Studie an isolierten Kardiomyozyten und 
Fibroblasten der Ratte belegt nach 24 Stunden Dehnung einen Anstieg der Komponenten 
des KKS. Beide Zelltypen zeigten einen Anstieg des Kallikrein und der BKR2-Expression im 
Zelllysat. In den Kardiomyozyten stieg Bradykinin auf den sechsfachen Wert gegenüber den 
ungedehnten Zellen und auch in den Fibroblasten zeigte sich ein Anstieg der Bradykininlevel 
(Wei et al., 2012). 
In vivo Studien, die dieser Untersuchung voraus gegangen waren, belegen, dass eine 
Überdehnung des linken Ventrikels durch ein erhöhtes Füllungsvolumen das Kallikrein-Kinin-
System aktiviert. Sowohl im Plasma als auch in der interstitiellen Flüssigkeit des Herzens 
waren die Bradykinin-Konzentrationen erhöht. Die Dehnung hatte des Weiteren auch in vivo 
einen Anstieg des Kallikrein und des BKR2 zur Folge (Wei et al., 2003; Wei et al., 2012). Die 
Ergebnisse der genannten Studien belegen, dass mechanische Dehnung am Herzen 
ebenfalls das KKS beeinflusst. 
 
In anderen Organsystemen vermittelt Bradykinin ebenfalls protektive Effekte. Forschungs-
ergebnisse aus Untersuchungen mit weiteren Zellarten belegen, dass Bradykinin vor allem 
durch Beeinflussung des PI3K-Akt-Signalweges der Apoptose entgegenwirken kann. Durch 
Präkonditionierung von endothelialen Vorläuferzellen mit Bradykinin konnten verbesserte 
Ergebnisse nach ihrer Transplantation beim Myokardinfarkt erzielt werden (Sheng et al., 
2013). Bradykinin hemmte in diesen Versuchen die Caspase 3 und wirkte BKR2-abhängig 
über den PI3K-Akt-Signalweg. Durch Bradykinin wurde über diesen Signalweg die 
Aktivierung der eNOS induziert und dadurch kardioprotektive Effekte vermittelt. Auch im 
Tierversuch reduzierte eine Präkonditionierung mit Bradykinin über Auslösen dieses 
Signalweges die Apoptose des Myokards (Feng et al., 2005). 
Des Weiteren zeigten in vitro Versuche mit ß-Zelllinien des Pankreas Erfolge für die 
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Entwicklung des Diabetes Typ II und die Transplantation von Inselzellen. Bradykinin 
vermittelte auch bei diesen Versuchen protektive Effekte über einen Anstieg der Expression 
der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL. Zusätzlich wurde die Expression des pro-
apoptotischen Bax reprimiert. Entscheidend scheinen auch hier der BKR2 und der PI3K-Akt-
Signalweg zu sein. 
Der BKR2 wird in unseren Untersuchungen bei alveolären Typ-II-Zellen durch Dehnung 
ebenfalls in der frühen Phase von einer bis sechs Stunden vermehrt gebildet. Die 
Beeinflussung durch Dehnung könnte ein Indiz dafür sein, dass dieser Rezeptor im 
Zusammenhang mit dem Bradykinin eine wichtige Rolle einzunehmen scheint. Wie in den 
anderen genannten Studien, könnte er auch zur Verhinderung dehnungsinduzierter Schäden 
in der Lunge beitragen. Vermutlich wird er als Folge der gesteigerten KKS-Aktivität ebenfalls 
vermehrt gebildet und bleibt trotz der sinkenden Bradykinin-Konzentration erhöht. 
 
Biyashev et al. verweisen in ihrer Studie auf eine weitere Möglichkeit der Rezeptor-
aktivierung. Sie demonstrierten in vitro bei tierischen Ovarialzellen, dass der Bradykinin-
Rezeptor 2 auch direkt durch Kallikrein aktiviert und diese Wirkung durch die Anwendung 
von ACE-Hemmern verstärkt werden kann (Biyashev et al., 2006). Gewebskallikrein zeigte 
im Tierversuch über die direkte Aktivierung des BKR2 eine kardioprotektive Wirkung. Ratten 
mit einem Kininogenmangel wurde nach Myokardinfarkt Kallikrein injiziert. Sie zeigten unter 
anderem eine verbesserte Herztätigkeit, ein verkleinertes Infarktareal sowie eine Hemmung 
der Apoptose und der Entzündung (Chao et al., 2008). Die Aktivität der proapoptotischen 
Caspase 3 war hier ebenfalls reduziert. 
 
In anderen Untersuchungen wurde beobachtet, dass Kallikrein bei ischämischem 
Schlaganfall die Apoptose und die Entzündung über den BKR2 inhibierte. Zerebrales NO, 
Akt-Phosphorylierung und der Level des anti-apoptotischen Bcl-2 stiegen dabei ebenfalls an. 
Dagegen sanken beispielsweise die Konzentration des proapoptotischen Faktors Bax und 
die Caspase 3 Aktivität (Xia et al., 2006). 
 
Diesen Forschungsergebnissen zu Folge besteht auch in der Lunge die Möglichkeit, dass es 
eine direkte Aktivierung des BKR2 durch Kallikrein gibt. Dies könnte zumindestens die 
anhaltend erhöhte Konzentration des Rezeptors in den ersten sechs Stunden Dehnung (trotz 
Absinken des Bradykinins) erklären, da Kallikrein mit Dehnungsbeginn in unseren 
Untersuchungen stetig anstieg. 
Nach Bindung des Bradykinin an den Rezeptor kommt es zur Desensibilisierung und 
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Rezeptoraktivierung durch Kallikrein keine Internalisierung sondern eine Umverteilung des 
Rezeptors statt (Hecquet et al., 2002). Dies könnte ein weiterer Grund für den intrazellulären 
Konzentrationsanstieg des BKR2 in unseren Untersuchungen sein. 
In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass das KKS und seine 
Komponenten bereits in der frühen Phase durch pathologische Dehnung beeinflusst werden. 
Dabei kam es in unseren Untersuchungen innerhalb der ersten sechs Stunden Dehnung zu 
einem Anstieg der Komponenten Kininogen, Kallikrein, Bradykinin und dem Bradykinin-
Rezeptor 2. Auch durch andere Forschungsergebnisse bestätigt sich unsere Hypothese, 
dass das KKS-System insbesondere durch Bradykinin eine wichtige Bedeutung für die 
Entstehung und Prävention von dehnungsinduzierten Lungenschäden einnimmt. Die 
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5.3. Einfluss unphysiologischer Dehnung auf die Bildung von NO 
 
Neben dem Bradykinin stellt NO einen weiteren wichtigen Faktor dar, der zum einen durch 
unphysiologische Dehnung beeinflusst wird, aber auch Einfluss auf die dehnungsinduzierte 
Schädigung von Typ-II-Zellen besitzt. 
 
Unsere Ergebnisse zeigten innerhalb der ersten sechs Stunden einen kontinuierlichen 
Anstieg der NO-Konzentration im Zellüberstand mit einem signifikanten Unterschied nach 
zwei Stunden. Auch die Bildung von NO scheint somit bereits in der frühen Phase durch 
pathologische Dehnung der Typ-II-Zellen beeinflusst zu werden. Betrachtet man diesen NO-
Anstieg im Zusammenhang mit den gestiegenen Komponenten des KKS, war dieser zu 
erwarten, da andere Untersuchungen bereits belegen, dass die Bildung von NO durch 
Bindung des Bradykinin an den BKR2 gesteigert wird (Kuhr et al., 2010). Des Weiteren kann 
auch Bradykinin durch Phosphorylierung die eNOS aktivieren und einen NO-Anstieg 
auslösen (Michell et al., 2002). Hammerschmidt et al. zeigten in ihrer Studie ebenfalls, dass 
Typ-II-Zellen durch 24 Stunden Dehnung mit erhöhter Frequenz oder Amplitude NO 
freisetzen und dies zu einem kontinuierlichen Anstieg des NO führt. Dabei beeinflusste die 
Erhöhung des jeweiligen Parameters jedoch nicht die Genexpression der eNOS oder der 
iNOS. Eine durch Dehnung induzierte NO-Freisetzung ist demnach nicht auf eine 
Veränderung der Expression dieser NO-bildenden Enyzme zurückzuführen (Hammerschmidt 
et al., 2005).                      
In einer weiteren Arbeit wurde durch unterschiedliche Beatmungsmuster an isolierten 
Kaninchenlungen belegt, dass ein gesteigertes Atemzugvolumen, das mit einer größeren 
alveolären Dehnung einhergeht, ebenfalls zu einer gesteigerten NO-Freisetzung ins 
alveoläre Kompartiment führt. Gleichzeitig zeigte diese Versuchsgruppe gegenüber den 
Gruppen mit niedrigem Atemzugvolumen eine signifikant verrringerte Expression der eNOS. 
Die Genexpression der iNOS wurde in keiner der Versuchsgruppen beeinflusst. 
(Hammerschmidt et al., 2006).                                              
Hinzukommend konnten Takenaka et al. in ihrer Studie zeigen, dass das Ausmaß 
ventilationsinduzierter Lungenschäden bei transgenen Mäusen mit einer gesteigerten 
Expression der eNOS gegnüber den Wildtyp-Mäusen geringer ist. Da bei den Versuchen 
ebenfalls keine Veränderung bei der Expression der iNOS beobachtet werden konnte, 
schlussfolgern die Autoren, dass die Ursache dafür in der vermehrten NO-Freisetzung durch 
die eNOS liegt (Takenaka et al., 2006).                     
Andere Forschungsergebnisse zeigen jedoch nicht nur protektive Effekte der eNOS, sondern 
beschreiben diesen Faktor eher im Zusammenhang mit der Entstehung beatmungs-
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zur Bildung von Sauerstoffradikalen, die im weiteren Verlauf zu ventilationsinduzierten 
Schäden führen. Diese Pathomechanismen sind allerdings NO-unabhängig (Vaporidi et al., 
2010). 
Die Bedeutung von NO im Zusammenhang mit Apoptose und die genauen Zusammenhänge 
werden kontrovers diskutiert. Die Forschungsergebnisse von Edwards et al. zeigten 
beispielsweise, dass von Alveolarmakrophagen gebildetes NO die Typ-II-Zellen vor 
dehnungsinduzierter Apoptose schützt (Edwards et al., 2000). Da die Alveolarmakrophagen 
jedoch vor der Zellkultivierung in unseren Versuchen weitestgehend entfernt wurden, weist 
der zunehmende bzw. erhöhte Level von NO in unseren Proben darauf hin, dass die          
Typ-II-Zellen selbst über eine NO-Synthase verfügen (Hammerschmidt et al., 2004). So 
besteht durchaus die Möglichkeit, dass durch Dehnung sowohl die NO-Synthase als auch 
das Kallikrein-Kinin-System aktiviert und in Folge dessen NO freigesetzt wird. 
Demnach besteht auch die Möglichkeit, dass nicht nur dem Bradykinin selbst eine protektive 
Rolle zukommt, sondern dass zusätzlich durch eine gesteigerte NO-Freisetzung dehnungs-
induzierte Apoptose verhindert werden kann.  
In Untersuchungen mit Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass Bradykinin BKR2-
abhängig neben einer Hemmung der Caspase 3 auch eine Aktivierung der eNOS über den 
PI3K-Akt-Signalweg bewirkt und dadurch anti-apoptotische Effekte vermittelt (Sheng et al., 
2013). Allerdings scheint auch NO selbst im Myokard eine Hemmung der Caspase 3 
bewirken zu können (Mital et al., 2002).  
Auch im Tierversuch zeigte sich, dass nach Herzstillstand eine Bradykinin-bedingte 
Erhöhung des NO-Levels mit einer Verringerung der Apoptoserate der Kardiomyozyten 
assoziiert ist (Yeh et al., 2010). 
Die Zugabe von L-Arginin, dem Substrat der NOS, bei pathologischer Dehnung von               
Typ-II-Zellen zeigte einen ähnlichen Effekt wie die Zugabe des ACE-Hemmers Captopril. 
Nach 24 Stunden fand man eine geringe Zahl früh- und spät-apoptotischer Zellen im 
Vergleich zu den unbehandelt gedehnten Zellen (Hammerschmidt et al., 2004). 
NO werden im Zusammenhang mit der Überlebensrate von Zellen sowohl pro- als auch anti-
apoptotische Eigenschaften zugesprochen. Seine Funktion ist scheinbar unter anderem von 
der Zellart, der Sensitivität der Zelle gegenüber NO, ihrem Redox-Status und der NO-
Konzentration abhängig. Die genauen Vorgänge sind komplex und zum gegenwärtigen 
Zeitpunkt noch nicht umfassend untersucht (Li & Billiar, 2000).  
In dieser Arbeit konnte belegt werden, dass durch pathologische Dehnung von Typ-II-Zellen 
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5.4. Zukünftige Studien  
Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass unphysiologische mechanische Dehnung von 
Typ-II-Pneumozyten die einzelnen Komponenten des KKS und damit vor allem auch 
Bradykinin in der frühen Phase der Dehnung beeinflusst.  
Vorangegangene Studien zeigten, dass Bradykinin die Apoptose nach Dehnung von Typ-II-
Zellen partiell hemmt und auch bei anderen Zellarten protektiven Einfluss besitzt 
(Hammerschmidt et al., 2007; Feng et al., 2005; Sheng et al., 2013; Xu et al., 2012).  
In unseren Untersuchungen stieg der Bradykininlevel nur in den ersten drei Stunden und 
sank durch die anhaltende Dehnung im weiteren Verlauf ab. Scheinbar konnten die 
gedehnten Zellen, durch den anhaltenden Stress, diesen zelleigenen Schutzmechanismus 
über Bradykinin nicht aufrecht erhalten. Es gilt nun diese Ergebnisse in weiterführenden 
Studien aufzugreifen und Mechanismen zu finden, durch die Bradykinin und die damit 
verbundene zellschützenden Mechanismen weiter aktiviert werden bzw. bleiben.  
 
Bradykinin bewirkt im Myokard eine Hemmung der Caspase 3. Dies könnte möglichweiser 
auch in der Lunge von Bedeutung sein, da die Caspase 3 bei VILI im Tierversuch steigt und 
in Verbindung zur ausgelösten Apoptose steht (Yang et al, 2013; Liu et al., 2014). Ob eine 
Hemmung durch Bradykinin selbst oder möglicherweise wie im Myokard durch NO bewirkt 
wird, ist ein weiterer Fakt, der weiterführend untersucht werden sollte. Auch das in unseren 
Untersuchungen kontinuierlich gestiegene Kallikrein könnte, wie in einer vorangegangenen 
Studie mit Kardiomyozyten, für eine Hemmung der Caspase 3 verantwortlich sein. 
Wie bei zahlreichen Studien handelt es sich auch bei unseren Untersuchungen um in vitro 
Versuche mit Tierzellen. Ein Nachteil dabei ist, dass systemische Einflüsse und andere 
Zellsysteme nicht berücksichtigt werden, die möglicherweise im Zusammenhang stehen 
könnten. Um langfristig aus dieser Grundlagenforschung Rückschlüsse für die Klinik und für 
Interventionsmöglichkeiten bei ventilationsbedingten Lungenschäden ziehen zu können, 
sollten weiterführende Untersuchungen mittels in vivo Studien in Tiermodellen folgen. 
Mechanische Beatmung kann sowohl bei vorerkrankten Lungen als auch bei 
lungengesunden Patienten ventilationsbedingte Schädigungen hervorrufen (Wolthuis et al., 
2008; Kuchnicka & Maciejewski, 2013). Durch die Einführung der lungenprotektiven 
Beatmungsstrategie konnte die Sterblichkeit von ARDS-Patienten zwar verringert werden, 
dennoch liegt sie je nach Schweregrad bei 27-45% (Ranieri et al., ARDS Definition Task 
Force, 2012). Vorangegangene Studien belegen, dass ACE-Hemmer in der Lage sind, die 
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induzierten Lungenschäden zu verringern. Da eine Hemmung des ACE den Abbau von 
Bradykinin mindert, kommt diesem möglichweise eine bedeutende Rolle in der Regulation 
eines protektiven Mechanismus zu, den es zu verfolgen gilt.  
So wurde dieser Ansatz in der Abteilung für Pneumologie am Universitätszentrum Leipzig in 
einer klinischen Studie (ACEmeVent-Pilotstudie) untersucht. Diese doppelblinde, placebo-
kontrollierte und randomisierte Pilot-Studie der Phase IIb konnte nicht-signifikante 
Wirksamkeitstrends bei der Verabreichung des ACE-Hemmers Enalaprilat bei mechanisch 
beatmeten ALI/ARDS-Patienten, sowie die Sicherheit dieser Anwendung belegen. Um 
diesen Ansatz weiter zu verfolgen, soll dieser klinischen Studie eine weitere mit einer 











Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med. dent. 
 
Einfluss mechanischer Dehnung von alveolaren Typ-II-Zellen auf die Bildung von Bradykinin 
durch das Kallikrein-Kinin-System 
 
eingereicht von: 
Jessica Knauth, geb. am 24.11.1987 
 
angefertigt in: 
Medizinische Klinik und Poliklinik I, Abteilung für Pneumologie, Universitätsklinikum Leipzig 
 
betreut von: 
Prof. Dr. med. H. Wirtz 




Bei eingeschränkter Atemfunktion ist die maschinelle Beatmung ein essentieller 
Therapiebestandteil. Auch beim Vorliegen eines ARDS ist sie von großer Bedeutung, kann 
jedoch trotz lungenprotektiver Beatmungsstrategien zur Aufrechterhaltung oder Initiierung 
inflammatorischer Prozesse in der Lunge führen und somit eine ventilationsinduzierte 
Schädigung hervorrufen. Trotz zahlreicher Therapieansätze konnte noch keine 
evidenzbasierte pharmakologische Interventionsmöglichkeit gefunden werden. 
Unphysiologische mechanische Dehnung führt zur Apoptose und Nekrose von alveolaren 
Typ-II-Zellen. Diese Schädigung kann durch Bradykinin gemindert werden. 
Sowohl die direkte Zugabe von Bradykinin als auch die Zugabe von ACE-Hemmern, die 
gleichzeitig einen Anstieg des Bradykinin bewirkten, gingen in vorangegangenen Studien mit 
einer verminderten Apoptoseinduktion einher. Aus diesem Zusammenhang ging die 
Vermutung hervor, dass der Entstehung des Bradykinins eine wichtige Bedeutung 
zuzukommen scheint. Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwiefern 
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wird, beeinflusst. Dabei standen vor allem Untersuchungen zur frühen Phase (1-6h) der 
Dehnung im Vordergrund 
 
Dazu wurden alveolare Typ-II-Zellen aus der Rattenlunge isoliert und auf flexiblen 
Membranen von Dehnplatten ausgesät. Nach Adhärenz wurden sie mit Hilfe der Flexercell 
Strain UnitTM unphysiologisch über verschiedene Zeiträume gedehnt und somit 
mechanischem Stress ausgesetzt. Zum Nachweis der Zellschädigung wurde die LDH 
gemessen. Des Weiteren wurden die einzelnen Komponenten des KKS-Systems (Kininogen, 
Kallikrein, Bradykinin, BKR2), die bei der Bildung und Signaltransduktion von Bradykinin von 
wesentlicher Bedeutung sind und NO, welches über Bradykinin reguliert werden kann, 
bestimmt. 
 
Unsere Ergebnisse zeigten, dass unphysiologische Dehnung bereits in einer frühen Phase 
(ein bis zwei Stunden) zu einer Schädigung von alveolären Typ-II-Zellen führt. 
Das Vorläuferprotein Kininogen, aus dem Bradykinin enzymatisch abgespaltet wird, stieg 
nach zwei Stunden Dehnung signifikant an. Die Aktivität von Kallikrein, das Enzym, welches 
Bradykinin von Kininogen abspaltet, zeigte ebenfalls mit Beginn der Dehnung einen 
kontinuierlichen Anstieg. Auch die Bradykinin-Konzentration stieg in den ersten Stunden 
signifikant an. Der für die Vermittlung der Bradykinineffekte entscheidende Rezeptor, der 
Bradykinin-Rezeptor 2, zeigte nach einer Stunde ebenfalls einen signifikanten Anstieg. NO, 
dessen Bildung durch Bradykinin aktiviert wird, stieg mit Beginn der Dehnung ebenfalls 
kontinuierlich an. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mechanische Dehnung bereits in der frühen 
Phase einen signifikanten Einfluss auf das KKS zu haben scheint, wobei die einzelnen 
Komponenten, die an der Entstehung von Bradykinin beteiligt sind (Kininogen, Kallikrein) und 
der für die Auslösung weiterer Effekte verantwortliche Bradykinin-Rezeptor 2 durch 
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